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小鼠生后发育过程中轮廓乳头昧营形态

及其 α- 昧蛋白表达
张根华 1 ， 2 李红涛 1 李蕾蕾 1 邓少平 1 * 

('浙江工商大学感官科学实验室，杭州 310035; 2 常熟理工学院生物系， 常熟 215500)

摘要 应用组织学与免疫荧光组织化学手段从不同侧面系统研究了小鼠生后早期发育过程

中轮廓乳头味蕾数量、形态及α-味蛋白表达的变化规律;结果表明:出生当天小鼠轮廓乳头内尚

未有味蕾存在，但在生后早期迅速发育，在出生后最初 4 周内味蕾的数量、大小迅速显著地增长

(P<O.OO l)， 味蕾的形态也从幼年期的椭圆形到成年期的长椭圆形，味蕾细胞明显延长;发育过程

中离体味蕾的形态大小同组织学研究结果具有一致性;α- 味蛋白阳性味蕾与阳性细胞在出生后最

初 2 周内显著增长(P<0.001)。结果表明，味蕾发育过程是一个结构与功能相适应的过程。

关键词 味营:形态:α- 昧蛋白:表达:生后发育

新生哺乳动物的味觉系统在食物盟别与摄入过

程中起着非常关键的作用。较早的研究[1-3]主要集

中于昧营的形态、分布与细胞构成，表明哺乳动

物口腔内存在多种昧苦，主要分布于舌面、上膊

上皮、咽等部位，特殊的昧物质刺激新生婴儿或

新生大鼠的口腔能产生特殊的反应，说明了在生后

发育早期新生哺乳动物口腔内形成了功能成熟的味

觉系统:目前研究[4-6]主要集中于味细胞受体、信

号转导与编码等，对于昧营生后发育的研究偶见报

道[7 ， 8] 。本文对生后小鼠发育过程中舌面轮廓乳头

(circumvallate, CV)昧营的数量、大小、形态及其

α· 昧蛋白仰-gustducin)表达进行了系统定量研究，

为进一步研究味觉细胞功能提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料

怀孕 ICR 小鼠购自浙江医学科学院实验动物中

心，一鼠一笼， (22 士 2rC恒温饲养，幼鼠出生日

为 PD (postnatal day)O，母鼠喂养到 21 天断奶，随

后雌雄幼鼠分笼饲养。所有材料来自各年龄段的 40

只雌雄小鼠。

1.2 方法

1.2.1 连续冠状组织切片 小鼠过剂量麻醉(150

mg/kg 戊巴比妥铀)致死断颈取头(每个年龄段 3

只) ，剥除头部皮肤后将头浸入 10% 中性甲醒固

定，其中小于 4 周龄鼠头的固定 5 天后取舌，大于

4 周龄的鼠头国走 5 天取舌，将舌继续固定 2 天:

然后取 1 cm X 0.5 cm X 0.5 cm 含轮廓乳头的舌组

织进行流水冲洗，常规石蜡包埋，连续 10μm 厚

冠状切片茹于蛋清包被过的载玻片上，常规 HE 染

色，在光镜下观察(40-200 X , BH2 , Olympus); 为

了能定量研究昧营的数目，将所有味营的连续切片

用高分辨率的数码相机记录成数字图象存于电脑，

通过切片的连续数字图象能检查和辨认几乎每一个

味营。在同一样品的连续数字图象中随机选取 5 张

切片，每张切片随机选取 2 个具有昧孔的味营(被认

为是昧营的截面积最大)利用 ScopePhoto软件测量其

高度和宽度。以昧蕾的高宽比确EE昧营形状为椭圆

形，以下列公式计算昧蕾截面面积:面积 =π ×高

×宽 /4。取材时间为 PDO 、 PD7 ， PD14 、 PD21 、

PD28 、 PD63 、 PD70 。

1.2.2 离休味蕾形态观察 各年龄段ICR小鼠CO2
深麻致死，迅速取舌放入充氧的 Tyrode 液中清洗，

然后用混合酶液(弹性蛋白酶和分散酶)注入舌上皮与

肌层间，将舌放入无钙 Tyrode 液中 30 0C温育 15-70

min(依据鼠龄而定)，撕 F上皮后将上皮放入无钙

Tyrode 液中室温静置 20 min，随后用抛光的微吸管

吸取轮廓乳头昧营放置在 Cell-Tak 包被的单凹玻片

上，用微分干涉倒置显微镜观察并记录昧营形态。
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取材时间为 PD5 ， PD7 , PD14 、 PD21 、 PD28 、

PD630 

1.2.3 荧光标记免疫组织化学定量检测 α- 味蛋白

表达 各年龄段 ICR 小鼠 CO2 深麻致死，迅速取

舌放入充氧的 Tyrode 液中清洗干净，马上进行连续

50μm 厚冠状振动切片，在光镜下检查确认切片上

轮廓乳头部位后，进行免疫组化程序:含 5% 正常

山羊血清和 0.5% Triton X-l∞的一抗(G-gust， 1 : 100 , 

0.1 mol/L PB 液配制， Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA)中 40.C温育 3 天， 0.1 mol/L PB 液

漂洗，二抗(FITC-conjugated anti-rabbit IgG , 1 : 

100; Vector Laboratories , Burlingame, CA)中 40 .C 

温育 12 h , 50% 缓冲甘油封片。激光共聚焦扫描

显微镜(laser confocal scanning microscope , LCSM , 

Leica-SP2, Germany)连续进行光切扫描记录结果。

通过 LCSM 对轮廓乳头连续切片免疫阳性反应记录

的连续图象转成数字图象存入电脑，能定量研究每

个取样年龄小鼠整个乳头内具有阳性反应的昧营(3

个小鼠的轮廓乳头)及味蕾的细胞数量(1个小鼠选 2

张切片检查截面最大的 5 个昧营，共检查 3 个小鼠

15 个昧营)。省略-抗或用 10% 的正常兔血清替代

→抗作两组对照实验。取材时间为 PD7 、 PD14 、

PD21 、 PD28 、 PD63 。

1.2.4统计学处理 采用 SPSS13.0 对测量项目进

行统计，数据用均值土标准差来表示，以 P<0.05

表示差异显著性:

2 结果
2.1 生后发育过程中轮廓乳头昧营的数量、大
小及其形态

小鼠刚出生时(PDO)轮廓乳头内未发现有昧营

(图 1- ③)，但出生后最初 4 周内昧营数量增长非常

迅速， PD7 , PD14 昧营数量分别为 57.67 :f:: 3.21 、

242.00 士 3.61 ， P<O.OOI; PD21 、 PD28 昧营数为

295.67 士 8.02 、 394.00 :f:: 16.70(图 1- ④，图 2- ①)，

P<O.OI , 4 周后昧营增速趋缓，到 PD63 后进入增

长平台期(PD63 、 PD70 昧营数为 525.33 土 25.32 、

550.67 士 15.31 ， P>0.05)。有昧孔昧营的增长趋势

基本同昧营的增长趋势一致，高增长期主要集中于

出生后最初 4 周， PD7 , PD14 、 PD21 、 PD28 、

PD63 、 PD70 有孔昧营占昧蕾总数的比例(百分比)

依次为 57.91 :f:: 3.07 , 64.27 士 6.17 、 69.28 士 3.59 、

8 1. 09 土 2.13 、 90.06 士 3.24 、 93.89 士 2.05 ，到

PD63 时尽管昧营数量仍在上升，但有味孔味营(成

·研究论文·

熟昧蕾)占所有味蕾比例稳定在 90% 左右(图 2- ①，图

L ②)。

轮廓乳头味营的大小在出生后最初 4 周增长迅

速，类似于昧营数量的增长。 PD7 、 PD14 、 PD21 、

PD28 味营高度(单位为 μm)依次为 29.53 :f:: 3.17 、

34.02 :f:: 5.18 、 42.50 士 7.63 、 46.20 士 5.73 ，特别

是从 PD14 到 PD21 的增长差异极其显著(P<O.OI); 另

外昧蕾的宽度也在出生后最初IJ 4 周呈现迅速增长，

PD7 , PD14 、 PD21 、 PD28 昧营宽度(单位为 μm)

依次为 18.01 土1.79 、 28 .45 士 3.87 、 34.50 士 5.22 、

35.59 士 3.82，特别是从 PD7 到 PD14 的增长差异极

其显著(P<O.OO l); 另外各年龄段的高宽比从1.22 增

长到1.66，可以认为昧营为椭圆形，从高宽比的增

长也可以看出昧苦的形态沿着长轴(垂宜于上皮表面)

有个延长过程并最终保持在1.6 左右的高宽比，其

形态基本定型在长椭圆形(图 2- ③，图 1- ①，图 1-

②)。

昧蕾截面面积的增长随着高宽的增长迅速增

长，尤其在出生后最初 3 周几乎呈现直线增长的方

式(P<O.OOI) ， PD7 、 PD14 、 PD21 味营的面积(单

位为 μm2)依次为 417.51 士 6 1.08 、 75 1. 89 土 108.98 、

1141.71 :f:: 238.29; 到出生第 4 周以后昧营面积的增

长比较缓慢，到第 9 周后昧蕾面积的变化趋向稳定

(P>0.05)( 图二④)。

2.2 生后发盲过程中的离体昧蕾形态

味营的形成与昧细胞的分化发生于哺乳动物的

生后发育过程中。实验结果表明，多数离体味营的

味细胞仍以昧孔为中心聚集在一起维持昧营的形态

(图 3) ，然而也有少数的早期昧营在离体过程中可

能受到较大的机械吸力会离散成单个的昧细胞(图 3-

() ，这种单个味细胞一般出现在生后发育早期的

离体过程中，在成年小鼠轮廓乳头昧营吸取过程中

未发现单个的味营细胞。在我们实验中昧蕾能够被

可靠分离的最小鼠龄是在生后发育的第 5 天， 当然

昧蕾比两周之后的昧营要小的多(图 3- ②)。不同发

育阶段离体昧营的大小、形态与通过组织切片观察

的昧苦的发育是→致的。

2.3 生后发育过程中昧蕾细胞内 α，昧蛋白表达

量的变化

α- 昧蛋向被认为是昧细胞进行昧觉信息转导的

分子标志。我们通过免疫荧光技术评估了小鼠不同

发育阶段 α- 昧蛋白表达阳性的昧营数量及其单个昧

营内 α- 味蛋白阳性细胞的变化。结果表明， α- 昧

蛋臼在轮廓乳头昧营内呈现强阳性表达(图 4- ①) , 
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图 1 小鼠轮廓乳头冠状切面昧营的组织学形态

①、②表示 PD21 与 PD63 的味营:③表示 PDO 的轮廓乳头 ， 没有味蕾 ; ④表示 PD21 的轮廓乳头，在乳头冠状沟两侧有许多味
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图 2 小鼠轮廓乳头昧营数量、形态及大小的生后发育变化

①表示 l床峦及有孔I床苦的数量， n=3 ; ②表示有味孔味蕾数与 l床营总数的比值 ， n=3; ③表示味蕾截面高与宽的变化 ， n=30; ④ 

表示昧营面积的变化， n = 3 0 ; 数据以均值±标准差表示。

56 63 42 49 

生后天数

2 1 28 35 14 7 

图 3 小鼠轮廓乳头商体昧蕾发育形态

① ~ ③表示不同生后发育年龄离体味营微分干涉相差显微图 ; 生后发育过程中味蕾尺寸的增长主要归因于每个味营细胞数量的增加 :

④表示发育早期离傲的单个味蕾细胞; PD: 生后天数 ; 箭头指示味孔 。
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图 4 小鼠轮廓乳头(PD21)冠状切面激光共聚焦扫描显微镜

图片
①农 /J"轮廓乳头沟两侧I-.J支内 1Y许多 α- 昧蛋白强阳性表达的昧

苦:②、③不两个 α- I床蛋白强阳性表达昧营放大图，昧营内

单个细胞内 α- 味蛋 (1-&达 r细胞周质内，核内无表达。箭头指

/J" 昧孔。

α- 昧蛋白表达阳性的昧营数量在出生后最初 3 周内

有极显著的增加(PD7 、 PD14 、 PD21 的阳性昧营数

分别为 28.00 士 3刷、 70.33 士 6.11 、 104.67 ::!: 6.03 , 

增长显著 ， P<O.OOI) , 3 周(PD21)以后趋于平缓(P>

0.05)(图 5 ①)。另外，昧营内 α- 昧蛋白表达阳性

细胞的数量增长趋势同阳性昧营增长趋势具有一致

性(PD7 、 PD14 、 PD21 的阳性昧营数分别为 4.60

土 0.91 、 7.07 士 1 .4 9 、 9.33 士 0.72 ，增长显著，

P<O.OOI) ， 生后 3 周(PD21) 以后趋于平缓(P>0.05)

(图 5- ②)。阴性对照结果均为阴性。

另外，味营细胞内 α- 昧蛋白阳性表达产物集中

于细胞周质内，在核区未见表达(图 4- ②，图 4- ③)。

3 讨论

小鼠轮廓乳头昧营的数量在出生后最初 4 周增

长显著(P<O.OOI) ， 迅速达到较高的水平，生后 4 周

以后的增长非常缓慢，没有显著性差异(P>0.05); 另

外，出生当天的小鼠轮廓乳头内未见昧营，这同在

大鼠中的研究结果---致IM]，出生当天的大鼠轮廓乳

头中也未有昧营发现，而在生后 90 天是其中的昧营

数量达到 61O::!: 87 的最大值。昧孔的出现是昧营结

艳在有E 140 
去 120

立 100
EE 
ill 80 

弯主甘阳 6钳20 0 

。

在在 12

ZI0 
4μ 
~ 

8 5 

高 6
34 
￡阳
~ 2 

。

·研究论文·

7 14 21 28 63 
F仁们 Å数

7 14 21 28 63 
牛后大数

图 5 生后不同年龄小鼠轮廓乳头内 α· 昧蛋白阳性表达昧蕾

及昧细胞的变化

①表示不同年龄小鼠轮廓乳头内表达 α- 咪蛋白的l床 ;I'il~数民②灰

示不同年龄小鼠轮廓乳头l床苦'1'表达 α- I味:fiUI 的细胞数筒，平-LJ

(*)表示该取材年龄的阳性信号数剧"J i布 取材 1f龄的问 l'但t{市弓数

量比较具有显著性差异(P<0_05) 。

构成熟的形态学标志，功能性昧细胞的顶端微绒毛

必须到达昧孔处才能行使感受昧信息的功能，因此

昧孔的出现及有味孔昧营的比例在-定程度上决定

了味觉功能发育的完善与否。实验发现有昧孔昧营

的增长趋势同昧营增长趋势一致，高增长期也集中

于出生后最初 4 周。在生后第 7 天(PD7)时，有昧

孔昧营的数量已经占到昧营总数的近 60%，成年后

二比例达到 90% 左右，可以看出新生哺乳动物为了适

应外界新的味觉环境，昧营特别是有孔昧苦的早期

发育异常地迅速[8] 。

昧营最大截面高与宽的比例变化基本揭示了生

后不同发育阶段昧蕾基本形态的演化规律。研究结

果表明，生后不同发育阶段昧营的高宽比从1.22 增

长到 1.66，可以看出昧营的形态沿着长轴(垂直于上

皮表面)有个逐步延长的过程并最终保持在1.6 左右

的高宽比，其形态从椭圆形(生后最初 4 周)最终定

型为长椭圆形(出生 4 周后)。以往研究表明 [7， 8]成年

大鼠轮廓乳头昧营的高宽比为1.6-1.8 ，并认为昧营

的延长主要是由于出生后最初 4 周昧营数量的迅猛

增长，而轮廓乳头宽度的增速低于昧营的增速，从

而导致昧营的延长。昧营截面面积的增长随着高宽
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的增长迅速增长，尤其在出生后最初 3 周几乎呈现

成倍增长的方式(P<O.OOl) 。

对离体味营的观察更进一步直观地印证了发育

过程中昧营体积与形态的迅速变化过程，而且我们

发现，离体后的昧营在一定时间内昧营细胞仍然能

够围绕味孔维持昧营的形态，可见味蕾细胞间存在

着较为坚固的结构与信息联系I9]; 实验中发现刚离体

后单个昧细胞的出现总是发生在出生后最初 2 周之

前， 2 周以后刚离体味营的细胞结合较为紧密，没

有发现过单个昧细胞，我们推测可能是由于随着昧

营发育的成熟，味营细胞之间的联系更加紧密，因

此离体后不易散开成单个细胞;在大鼠研究中有类

似报道[10]。早于生后 5 天的小鼠轮廓乳头中我们无

法得到完整的离体味营，即生后第 5 天开始能够可

靠地得到完整离体味营，这同轮廓乳头昧营出生后

才开始形成昧营有关:有研究认为能够在生后第 4

天得到离体味营llll，这种微小的差异可能是由于实

验方法或操作差异引起的。另外在生后发育过程中

离体味营的体积增长迅速，除了昧蕾细胞体积的增

长与延长外，主要归因于昧营中细胞数量的增加

(图 3) 。

味蛋白是味觉特异性信号偶联蛋白，在哺乳动

物昧觉转导过程中起重要作用，由 α 、 p 、 y 三条

不同的多肤链组成的异三聚体，属于 G 蛋白家族，

与其他 G 蛋白一样具有 GTP 酶活性和 GTP 结合位

点，而 α" 味蛋白是该 G 蛋白的 α 亚单位，在同味

觉受体偶联启动味觉信号转导中起重要作用，因此

α. 昧蛋白的表达与否及量的多少是味觉信号转导的

一个重要标志[10-12]。我们的结果显示，生后不同发

育阶段的小鼠轮廓乳头昧营中有 α- 昧蛋白的强阳性

表达，而且不管是轮廓乳头中的阳性昧营数还是味

营中的阳性细胞数均在出生后最初 3 周内有显著性

增长。由于昧蛋白在味觉信号转导中的媒介作用，

因此可以认为，生后早期昧蕾数量与体积迅速增长

的同时伴随着味蛋白表达的同步协调增长，充分说

明了小鼠轮廓乳头昧营结构与功能的发育是一个相

互协调的过程，从而适应新的味觉环境。
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Postnatal Development of Taste BUlds and α，-Gustducin Expression in 

Mouse Circumvallate Papilla 

Gen-Hua Zhang1,2, Hong-Tao LP , Lei-Lei LP , Shao-Ping Deng1* 
( 'Sense Science Laboratory, Zhejiang Gongshang Universiη， Hangzhou 310035, China; 

2Changshu Institute ofTechnology, Changshu 215500, China ) 

Abstract Postnatal changes in taste bud number, mo叩hology and the expression of α-gustducin in mouse 

circumvallate papi1la were studied using the histological microscopy and immunof1uorescent confocal microscopy. 

No taste bud was found in the mouse circumvallate papilla on the day of birth; The number and the size of taste buds 

were increased rapidly before the 4 weeks after the postnatal day and there were significant differences at different 

postnatal days; The mo甲hology and size of isolated taste buds at the different postnatal dates were coηespondent 

with the histological results. The number of taste buds containing α-gustducin-positive cells and the number of α­

gustducin-positive cells per each taste bud were increased significantly during postnatal development. The results 

indicate that there was an adaptation process between conformation and function of the taste buds in the development. 
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