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【摘要】  目的　建立大鼠尼古丁静脉自身给药模型，并用该模型探索两种芳香添加剂——薄荷醇和桉叶素对尼古丁

依赖性的影响。方法　纳入30只雄性SD（Sprague-Dawley）大鼠，行颈静脉插管术后进行尼古丁固定浓度自身给药训练以

建立大鼠尼古丁自身给药模型；建模成功后，将所有大鼠随机分成3组分别经腹腔注射薄荷醇、桉叶素、二甲基亚砜（溶剂

对照），分别采用固定比率程序（fixed-ratio schedule, FR），即FR1（大鼠每进行1次有效鼻触，得到1次尼古丁注射）、FR2（大
鼠每进行2次有效鼻触，得到1次尼古丁注射）、FR5（大鼠每进行5次有效鼻触，得到1次尼古丁注射）测试获得不同程序下大

鼠有效鼻触反应数、无效鼻触反应数及尼古丁注射针数。结果　经尼古丁自身给药训练10 d后，30只大鼠有效鼻触反应

数和注射针数明显升高并稳定在较高水平，有效鼻触反应数高于无效鼻触反应数（P<0.001），成功建立大鼠尼古丁静脉自

身给药模型。测试阶段，FR2程序下，薄荷醇组有效鼻触反应数降低（P=0.020），FR5程序下，组别与时间水平的有效鼻触反

应数指标存在明显交互作用（P<0.001），薄荷醇组有效鼻触数在第3天降低（P=0.011），桉叶素组则在第3天升高（P=0.003），
溶剂对照组无明显变化。结论　薄荷醇及桉叶素均对尼古丁依赖有影响，在尼古丁较难获取时，薄荷醇抑制尼古丁依赖

性，桉叶素则增加尼古丁依赖性。

【关键词】　尼古丁依赖　　薄荷醇　　桉叶素　　自身给药

Animal Experimental Study of the Role of Menthol and Cineole, Two Tobacco Additives, on Nicotine Dependence    
HE Tao1, MA Kuo-yan2, LÜ Xiao-li3, DU Xiang-dong3, HU An-ran1, YAO Xia1, DENG Wei1△. 1. Mental Health Center,
West China Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, China; 2. Chongqing Municipal Key Laboratory of Scientific
Utilization of Tobacco Resources, Chongqing 400060, China; 3. Department of Psychiatry, Suzhou Psychiatric Hospital,
Suzhou 215137, China
△ Corresponding author, E-mail: mrdengwei@163.com

【Abstract】   Objective　To establish a nicotine intravenous self-administration rat model,  and to examine, with
this  model,  the effects  of  two flavoring additives,  menthol  and cineole, on nicotine dependence. Methods　Thirty  male
Sprague-Dawley  (SD)  rats  were  included  in  the  study.  After  jugular  venous  catheterization  was  performed,  fixed
concentration  of  nicotine  was  administered  in  order  to  train  the  rats  and  establish  the  rat  model  of  intravenous  self-
administration  groups,  receiving  intraperitoneal  injection  of  menthol,  cineole,  and  dimethyl  sulfoxide (DMSO),  the
vehicle  that  was  used  for  the  control group.  The  rats  were  tested with  different  fixed-ratio  (FR) schedules,  including
FR1 schedule,  in which the rat  received one nicotine infusion for every active nose poke,  FR2 schedule,  in which the rat
received one nicotine infusion for every two active nose pokes, and FR5 schedule, in which the rat received one nicotine
infusion for  every five active nose pokes.  The number of  active and inactive poke responses and the number of  nicotine
infusion  were  documented  accordingly. Results　After  10  days  of  training  in  nicotine  self-administration,  the  30  rats
demonstrated  significant  increase  in  the  number  of  active  poke  responses  and  the  number  of  nicotine  infusion,  which
were maintained at a stable and relatively high level. The number of active poke responses was significantly higher that of
inactive poke responses (P< 0.001). The rat model of intravenous nicotine self-administration was successfully established.
In  the  testing  phase,  under the  FR2  schedule,  the  menthol  group  showed  a  reduced  number  of  active  poke  responses
(P=0.020). Under the FR5 schedule, the groups showed obvious interaction between time and the number of active poke
responses  (P<0.011),  with  the  menthol  group  showing  reduced  number  of  active  poke  responses  on  day  three
(P=0.011) and  the  cineole  group  showing  rising  number  of  active  poke  responses  on  day  three  (P=0.003).  The  DMSO
control  group did not  show any significant  change. Conclusions　Menthol  and cineole  are  shown to  have  an effect  on
nicotine  dependence.  When  there  is  relative  difficulty  involved  in  obtaining  nicotine,  menthol  suppresses nicotine
dependence, whereas cineole enhances nicotine dependence.
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当前烟草产品形式多样，为增加产品的不同风味，提

升感官品质，制造商在烟草产品中会添加不同成分，其中

芳香剂添加最广泛，超过400种 [1]。但有研究报道烟草中添

加的芳香剂具有依赖性潜力，可能进一步促进烟草依赖[2]，
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需要更多的研究进一步探索芳香剂对烟草依赖的影响。

薄荷醇在芳香剂中使用最广泛，在美国市场，薄荷烟

占比约1/4[3]。随着薄荷烟的流行，研究者们将视线聚焦

在薄荷醇对吸烟的影响，有研究报道，薄荷醇可能会增加

烟草依赖性，缩短醒后吸第一支烟的时间[4]，增加戒烟难

度[5]，但也有研究在吸薄荷烟和非薄荷烟的人群中未观察

到上述差异[6-7]。目前薄荷醇是否对形成烟草依赖及戒烟

等过程有影响尚存争议。

桉叶素作为另一种芳香剂，与薄荷醇同属于萜类化

合物，都可作用于瞬时受体电位离子通道（TRPM）8[8]，产

生清凉的感觉，因此在烟草中也被用于增加清凉风味。

有研究报道含有桉叶素的精油可减少小鼠的运动，增加

戊巴比妥和乙醚诱导的睡眠时间[9-10]，最近有研究报道桉

叶素具有抗焦虑、抗抑郁作用[11]。上述研究表明桉叶素

具有中枢神经系统活性，可能具有依赖性潜力，但目前尚

没有研究探索桉叶素对烟草依赖性的影响。

既往探索薄荷醇对烟草依赖影响的研究主要集中在

对薄荷烟的临床调查，仅有少量研究试图通过动物模型

直接探索其影响[12-14]，而桉叶素对烟草依赖的影响尚缺乏

探索。因此，本研究着眼于烟草中芳香添加剂对烟草依

赖的影响，选取具有依赖性潜力的薄荷醇及桉叶素，通过

大鼠尼古丁静脉自身给药实验，直接探索这两种物质对

尼古丁依赖的影响，进一步推导其在烟草依赖中的作用。 

1     对象和方法
 

1.1    实验动物

清洁级SD雄性大鼠30只（体质量250～300 g），购于

浙江省实验动物中心（杭州，中国），生产许可证号：SCXK

（浙）2014-0001，使用许可证号：SYXK（浙）2013-0192。饲

养于12 h光照/12 h黑暗翻转交替，温度22～25 ℃，湿度

40%～70%的清洁级动物房中。实验前大鼠饲养1周左右

以适应环境，自由饮水饮食。动物实验按照我国《实验动

物福利伦理审查指南（GB/T 35892-2018）》要求，规范落实

实验动物福利伦理。 

1.2    实验试剂与仪器 

1.2.1    实验试剂　尼古丁：C1 0H1 4N2，相对分子质量为

162.23，分析纯，淡黄色油状液体，可与水混溶，重庆中烟

工业有限责任公司实验室提供；建模前用生理盐水溶解

尼古丁制备成尼古丁溶液。

薄荷醇：C10H20O，相对分子质量156.27，纯度99%，无

色透明晶体，微溶于水，易溶于有机溶剂，重庆中烟工业

有限责任公司实验室提供；测试前用二甲基亚砜溶液

（dimethyl sulfoxide, DMSO，体积分数5%）溶解薄荷醇。

桉叶素：C10H18O，相对分子质量154.25，分析纯，无色

透明油状液体，微溶于水，易溶于有机溶剂，购于美国Sigma

公司；测试前用DMSO溶液（体积分数5%）溶解桉叶素。 

1.2.2    实验仪器　大鼠自身给药训练笼，购自浙江宁波

安来软件科技有限公司，每个训练笼均配备1个有效鼻触

器（内含黄色LED灯），1个无效鼻触器，1枚白色LED笼

灯。训练笼连接的注射系统由注射泵，注射器，旋转接

头，注射导管PE管组成。训练笼的笼灯、鼻触器、注射泵

以及旋转接头均为美国Med Associates公司产品。所有

训练笼由IBM兼容计算机控制，自身给药程序为宁波市

微循环与莨菪类药研究所自主编写[15-16]。 

1.3    手术

大鼠经戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉后，于右侧颈

静脉行插管手术。术后每天经静脉予以0.3 mL青霉素钠

溶液（15×104 U）抗感染3 d，每天给予0.1 mL肝素钠溶液

（50 000 U/L）抗凝。 

1.4    建立大鼠尼古丁自身给药模型

大鼠术后休息1周开始自身给药训练，将所有大鼠独

立放置于自身给药训练笼，选用0.03 mg/kg/infusion为尼

古丁训练浓度[17]，尼古丁经大鼠颈静脉插管注射，采用固

定比率1程序（fixed-ratio1 schedule, FR1），每天训练4 h，每

日记录有效鼻触反应数（active poke responses）、注射针

数（number of infusions）、无效鼻触反应数（inactive poke

responses），连续10 d，以最后3 d有效鼻触反应数变化不

超过10%视为建模成功。 

1.5    测试不同固定比率程序下薄荷醇、桉叶素对大鼠尼

古丁自身给药行为的影响 

1.5.1    测试一　测试一延用了训练时采用的FR1程序，且

在模型稳定后开始测试。建模成功后，将大鼠随机分为

3组（薄荷醇组、桉叶素组、溶剂对照组），每组10只，采用

FR1（大鼠每进行1次有效鼻触，得到1次尼古丁注射）程序

进行连续3 d的测试（具体测试方法见1.5.4）。 

1.5.2    测试二　测试一完成后，将程序调至固定比率

2（FR2，大鼠每进行2次有效鼻触，得到1次尼古丁注射），

所有大鼠在FR2下进行连续3 d的尼古丁自身给药训练。

训练目的：①使大鼠适应新的自身给药程序；②对前测试

中大鼠摄入的薄荷醇（消除半衰期2.5 h）[18]、桉叶素（负鼠

中消除半衰期约7 h）[19]进行洗脱，训练时尼古丁浓度为

0.03 mg/kg/infusion，训练时间4 h/d。训练3 d后剔除不能

完成训练的大鼠（有效鼻触反应数平均值低于建模最后

3 d平均值或漏管），剩余大鼠随机分为3组（薄荷醇组、桉

叶素组、溶剂对照组），进行连续3 d的测试（具体测试方

法见1.5.4）。 
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1.5.3    测试三　测试二完成后，将程序调整至固定比率

5（FR5，大鼠每进行5次有效鼻触，得到1次尼古丁注射）进

行尼古丁自身给药训练，尼古丁浓度及每次训练时间均

不变。训练3 d后剔除不能完成训练的大鼠（有效鼻触反

应数平均值低于FR2训练期平均值或漏管），剩余大鼠随

机分为3组（薄荷醇组、桉叶素组、溶剂对照组），进行连

续3 d的测试（具体测试方法见1.5.4）。 

1.5.4    测试方法　测试前15 min，分别经腹腔向薄荷醇

组大鼠注射薄荷醇（5 mg/kg），桉叶素组大鼠注射桉叶素

（5 mg/kg），溶剂对照组大鼠注射5%的DMSO溶液（约

0.4～0.5 mL/只）。注射后15 min，将大鼠放入训练笼中，根

据测试一、测试二、测试三，分别采用FR1、FR2、FR5程序

（图1），以固定的尼古丁浓度0.03 mg/kg/infusion进行测试，

4 h/d，记录有效鼻触反应数、无效鼻触反应数及注射针数。
  
Day1 Day3 Day4 Day6 Day9 Day10 Day12 Day15

Test one (FR1) Test two (FR2) Test three (FR5)

Test TestTrain TestTrain

 
图 1  测试阶段时间轴

Fig 1  Timeline of the test phases
  

1.6    统计学方法

x̄± s数据用 表示。采用重复测量方差分析比较组间

差异，交互作用显著则进一步行简单效应检验比较相同

测试时间每两组之间的差异以及各组不同测试时间点的

差异，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    建立大鼠尼古丁自身给药稳定模型

受训大鼠的有效鼻触反应数在训练第5天上升并逐

渐保持稳定，无效鼻触反应数逐渐下降，并在3 d后保持

稳定，经重复测量方差分析，有效鼻触反应数高于无效鼻

触反应数（F=87.42，P<0.001）。在训练最后3 d，有效鼻触

反应数、无效鼻触反应数及注射针数的变化率稳定在

10%以内，说明大鼠尼古丁自身给药模型成功建立。如

图2所示。
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图 2  大鼠尼古丁自身给药训练（n=30）

Fig 2  Rats were trained in nicotine self-administration for 10 days with
fixed-ratio 1 schedule (n=30)

  

2.2    不同获取难度下薄荷醇、桉叶素对大鼠尼古丁自身

给药行为的影响

采用重复测量方差分析分别对3个测试阶段3组大鼠的

多时间点（以测试前一天为每个测试的day 0，包括day 0

及day 1～day 3共4 d）行为学数据进行统计分析，结果如下。 

2.2.1    测试一（FR1）　成功建立大鼠尼古丁自身给药

模型后，按上述方法分别对薄荷醇组（n=9）、桉叶素组

（n=9）、溶剂对照组（n=9）大鼠进行测试（测试过程中3组

各有1只大鼠发生静脉置管漏管，未纳入统计分析），采用

重复测量方差分析对3组大鼠的有效鼻触反应数进行统

计分析，各组间、各时间点之间以及各组随测试时间的变

化趋势均没有差异（表1）。 

表 1    不同固定比率程序下3组大鼠有效鼻触反应数

Table 1    Active poke responses in three groups with different fixed-ratio (FR) schedules

Schedule Group
Active poke responses Time Time×group Group

Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 F P F P F P

FR1 Menthol (n=9) 26.22±11.74 27.33±10.85 26.78±4.92 24.56±5.03 0.586 0.580 0.423 0.813 1.442 0.256

Cineole (n=9) 22.89±11.63 20.11±6.43 19.33±9.79 19.67±8.46

Vehicle (n=9) 25.11±11.75 26.67±13.31 27.56±7.20 24.22±10.70

FR2 Menthol (n=9) 42.00±17.57 50.00±23.03** 37.78±13.19 31.33±10.51 3.721 0.015 1.585 0.165 0.914 0.415

Cineole (n=9) 42.11±20.17 51.11±13.74 55.78±22.10 46.56±15.70

Vehicle (n=8) 38.88±13.12 48.38±12.94 39.63±23.36 40.63±21.02

FR5 Menthol (n=5) 100.80±29.35* 111.20±7.19*** 100.20±20.19* 69.00±18.38 0.657 0.585 9.355 <0.001 0.023 0.977

Cineole (n=5) 87.80±34.34** 74.00±14.61*** 87.40±17.56** 127.20±19.56
Vehicle (n=4) 105.50±11.12 84.00±26.60 94.75±30.90 86.75±23.34

　FR: Fixed-ratio schedule; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, vs. Day 3.
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2.2.2    测试二（FR2）　对薄荷醇组（n=9）、桉叶素组

（n=9）、溶剂对照组（n=8，1只发生静脉置管漏管，未纳入

统计分析）的有效鼻触反应数行重复测量方差分析发现，

有效鼻触反应数在不同测试时间之间有差异（P=0.015）

（表1），但各组间无明显差异。分别对3组行重复测量方

差分析，发现薄荷醇组大鼠有效鼻触反应数降低（P=0.020），

进一步两两比较（post-hoc）发现有效鼻触反应数day 3比

day 1低（P=0.005）（图3）。桉叶素组及溶剂对照组的有效

鼻触反应数随测试时间无明显变化。 
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图 3  固定比率2程序下薄荷醇组有效鼻触反应数

Fig 3  Active poke responses on different test days of the menthol group

on fixed-ratio 2 schedule
Active poke responses decreased across time in the menthol group, while no

changes were observed in the cineole group or vehicle control group. For the sake

of clarity, the figure does not show the results of the cineole group or the vehicle

group. * P<0.05, vs. Day 1.
 

2.2.3    测试三（FR5）　进行FR5测试期间，12只大鼠发

生静脉置管漏管，未纳入统计分析，对薄荷醇组（n=5）、

桉叶素组（n=5）、溶剂对照组（n=4）的有效鼻触反应数

进行重复测量方差分析，发现大鼠有效鼻触反应数分别

在时间、组别上未表现出统计学差异，但组别与时间交互

作用显著（P<0.001，表1），表明不同组别的有效鼻触反应

数与测试时间并非呈单调变化的趋势，这一点从图4中亦

可看出。抛开单调变化趋势，进一步行简单效应检验发

现，薄荷醇组有效鼻触反应数在第3天减少（P<0.05），

桉叶素组有效鼻触反应数在第3天增加（P<0.05），溶剂对

照组有效鼻触反应数随测试时间无明显变化。 

3     讨论

烟草中的芳香剂被认为可能促进烟草依赖[2]，但目前

的研究尚未得出一致结论。本研究建立大鼠尼古丁静脉

自身给药模型后，通过该模型进行测试，发现薄荷醇可抑

制尼古丁依赖性，而桉叶素则会增加尼古丁依赖性。

本研究采用5 mg/kg的薄荷醇，相当于一名成年男性

每天吸食一包薄荷烟所摄入的薄荷醇含量 [ 3 ]，分别在

FR1、FR2、FR5程序下测试薄荷醇对尼古丁依赖的作

用。固定比率程序（fixed-ratio schedule）是自身给药实验

中常用的自动控制程序[20]，当比率值越高，实验动物获得

1次奖赏药物所需要付出的操作行为越多，例如：在

FR1下，大鼠获得1次奖赏药物，需付出1次操作行为；在

FR5下，大鼠获得1次奖赏药物，需付出5次操作行为。从

FR1到FR5，大鼠觅药的难度逐渐增大。不顾后果地强迫

性用药是物质依赖的核心特征[21]，本研究发现注射薄荷

醇后，大鼠在FR2及FR5程序下的有效鼻触反应数在第

3天降低，而对照组无此变化。说明薄荷醇对尼古丁依赖

性有抑制作用，在需要付出更多努力去获取尼古丁时，薄

荷醇抑制了大鼠觅药行为，这种抑制作用可能较弱，在尼

古丁较易获得时（即FR1程序下），对大鼠觅药行为不产生

明显影响。

BISWAS等[12]发现5 mg/kg的薄荷醇可以减少大鼠在

FR5程序下对浓度为0.03 mg/kg/infusion的尼古丁的摄取

行为，该研究继续探索了薄荷醇对浓度为0.015 mg/kg/

infusion的尼古丁的影响，得出相反结论。本研究的发现

验证了BISWAS的部分结论，并进一步探索了薄荷醇的作

用随时间的变化，发现薄荷醇对尼古丁依赖性的抑制并

不会在使用初期即呈现，而是经累积到一定程度突然涌

现，这也许能用HENDERSON等[14]的研究予以解释，该研

究发现，长期单独使用薄荷醇，可上调小鼠中脑系统多巴

胺能神经元中低敏感的烟碱型乙酰胆碱受体，并通过稳

定这类低敏感受体，部分抵消尼古丁暴露时引起的爆发

样多巴胺释放，抑制尼古丁奖赏行为。另一研究结论与

 

140

120

100

80

60
10 2

t/d
3

#

*

A
ct

iv
e 

p
o

k
e 

re
sp

o
n

se
s

Menthol group

Cineole group

Vehicle group

*, #

 
图 4  固定比率5程序下3组有效鼻触反应数

Fig 4  Active poke responses on different test days of three groups on
fixed-ratio 5 schedule

* P<0.05, vs. vehicle group; # P<0.05, vs. day 0.
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本研究相反，报道薄荷醇能促进大鼠的尼古丁自身给药

行为[13]。该研究采用青春期雌性大鼠，口服薄荷醇，而本

研究采用成年雄性大鼠，腹腔注射薄荷醇，不同的研究方

法可能是导致不同结论的原因。既往流行病学调查也报

道了性别、年龄对薄荷烟选择的影响，在青少年及女性中

薄荷烟更受偏好[22-23]。本研究与既往研究的不同结论提

示我们薄荷醇的作用在不同性别、年龄以及薄荷醇浓度

间存在差异，在后续研究中需加以考虑，进一步探索。

桉叶素是具有多种生物活性的萜类化合物，和薄荷

醇具有相似的清凉风味，被广泛应用于药品、食品及化妆

品等领域，也作为芳香剂被添加至香烟中[2]，但其在烟草

中的添加量尚无可获得的具体数据。既往动物实验研究

中采用的桉叶素浓度从1～100 mg/kg不等[9, 24-25]。本研究

采用和薄荷醇相同的浓度5 mg/kg进行探索，发现在

FR5程序下，注射桉叶素后，使大鼠有效鼻触反应数在第

3天增加，说明桉叶素增强尼古丁依赖性，在获取尼古丁

较困难的条件下，促进大鼠觅药行为，而该作用可能也相

对较弱，在获取尼古丁较容易时不能得以体现。

有研究报告，直接暴露于桉叶素可增加大鼠脑切片

中纹状体的多巴胺释放[26]。而我们知道，尼古丁的作用

与其改变纹状体和中脑边缘系统其他结构中的多巴胺水

平密切相关[27]。新的研究发现，桉叶素可作用于γ-氨基丁

酸_A受体产生抗焦虑、抗抑郁作用[11]。因此我们猜测桉

叶素在中枢神经系统中可能作用于多种受体，直接或间

接地影响尼古丁对多巴胺水平的调节，从而改变尼古丁

的依赖性。但目前尚没有研究进行这方面的报道，桉叶

素的作用机制需要运用神经影像和分子生物学等手段进

一步探索。

本研究通过大鼠尼古丁静脉自身给药模型，首次探

索桉叶素对尼古丁依赖性的作用，发现桉叶素增强尼古

丁依赖性，薄荷醇抑制尼古丁依赖性。虽然这两种芳香

剂的作用均较弱，且需要时间积累逐渐呈现，但考虑到使

用烟草产品的人大部分会持续使用，在烟草产品中仍有

许多其他非尼古丁物质作用尚不明确，本研究发现的薄

荷醇及桉叶素的作用仍不容忽视。然而本研究仍存在以

下不足：首先本研究后期大鼠静脉置管维护难度加大，样

本量逐渐减少，薄荷醇、桉叶素测试时间不够长，难以观

察到两种物质对尼古丁依赖的长期作用规律，接下来的

研究中需进一步细化实验，扩大样本量，探索薄荷醇、桉

叶素长期作用下，尼古丁依赖性的变化；其次本研究缺乏

对薄荷醇、桉叶素不同浓度范围对尼古丁依赖的作用探

索，还需后续在不同浓度下更深入探索薄荷醇、桉叶素与

尼古丁的剂量效应关系；最后，薄荷醇、桉叶素的作用机

制仍不明确，在接下来的研究中我们拟运用神经影像及

分子生物学等手段更全面地阐释薄荷醇、桉叶素的作用

机制及相关靶点，为规范烟草中的添加剂提供参考依据。

*　　　　*　　　　*
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