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小鼠昧蕾细胞分离及体外培养方法
秦玉梅张根华 I 石锦芹王腾浩邓少平*

(浙江工商大学食品与生物工程学院，杭州 310035; 1 常熟理工学院生物工程系，常熟 215500)

摘要 以 ICR 小鼠的味觉上皮为材料，优化味觉上皮及味蕾细胞分离方法，将分离的味细

胞直于 I 型鼠尾肢原包被的含有 IMDM培养基的培养板上培养，相差显微镜下观察味蕾细胞形态

变化。免疫组织化染色和荧光染色用于鉴定味苦细胞。结果显示味蕾细胞离体培养一段时间后形

态异于体内，但仍具味蕾细胞特有的与细胞骨架和细胞内信号相关的分子标记如;α-gustducin、细

胞角蛋白 8。由此证明这是一种有效的小鼠的味蕾细胞分离及体外培养方法，为离体研究味蕾细胞

生理生化特性提供了更好的途径。
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昧蕾是昧觉的主要感受器官，分布于哺乳动物的

舌、上腾和咽部委占膜上[1]。昧蕾细胞能够识别食物

中的化学成分，每个昧营中包含了 50-150个细胞，这

些细胞根据其超微结构可分为四种类型:基细胞

(basal) 、 I 型细胞(dark) 、 II 型细胞(light) 、 III型

细胞(intermediate) [明。昧蕾细胞是特化的上皮细胞，

细胞在形成之后平均每十天更新一次[4]。由于味蕾

细胞对于微环境的要求比较严格，研究者无法使动物

味蕾细胞在离体受控制的实验室环境下存活，所以味

蕾细胞的原代培养成功很少对昧觉细胞增殖、分

化和发育的认识也一直停滞不前，导致很长一段时间

以来人们都是在体测量或者从舌头上分离整个舌上

皮进行昧营与味觉细胞的离体研究。因此为了从分

子和细胞水平上更好的认识和理解味营细胞的分子

结构和细胞生理，细胞培养技术将是一个非常有价值

的手段。本实验通过优化味觉上皮及昧蕾细胞分离

方法、选择对细胞存活和附着有效的培养墓和试剂

初步建立一种小鼠昧营细胞的分离及体外培养方法，

为离休研究味营细胞生理生化特性，及本实验室今后

开展的味觉细胞传感器与味觉细胞的热动力学研究

打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 4-8 周 ICR 小鼠购自浙江省医

学科学院实验动物中心。

1.1.2 主要试剂 IMDM培养基、胎牛血清(feta1

bovine serum, FBS)、青毒素与链霉素均购自 Gibco

公司; 1 型鼠尾胶原(rat tail collagen type 1 )、 MCDB

153、链霉蛋白酶(pronase)、胶原酶 II (collagenase 

11)、中性蛋白酶 11 (dispase 11)、膜岛素(insulin)均

购自 Sigma 公司;弹性蛋白酶(elastase)购自 Worth­

ington 公司、 SABC-Cy3试剂盒及即用型SABC 免疫

组化试剂盒购自武汉博士德生物技术有限公司、

HEPES 购自北京鼎国生物技术有限公司; Anti-α­

gustducin 购自 Santa Cruz 生物技术公司、细胞角

蛋白(cytokeratin， CK8)购自 Epitomics 公司，其他试

剂均为分析纯。

1.1.3 培养基及主要试剂的配制 参考 Ozden町

等I坷的培养基配置方法 IMDM 培养基中添加 10%

FBS, 1 : 5 MCDB 153, 50 ng/ml 膜岛素， 100 U/ml 青

霉素与 100μg/ml 链霉素。

Tyrode溶液: NaCl 7.65 g, KCl 0.37 g, CaC12 0.89 

g, MgC12 0.20 g, HEPES 2.38 g，葡萄糖 1.80 g，丙酣酸

铀 1.10 g, NaHC03 0 .42 g, pH 7.4。无钙 Tyrode 溶液

省略 CaC12 。

1.2 方法

1.2.1培养板的处理 实验前用 0.1 mglml 1 型鼠

尾胶原包被六孔培养板，每孔 250μl。置 4 .C冰箱

过夜，后将未干的液体吸出过夜干燥。接种前用巳

灭过菌的超纯水清洗两次并用 IMDM 培养液浸润。

1.2.2 味蕾细胞的分离及原代培养 取4-8周ICR

小鼠 CO2 致死，断头后取舌，舌剪至轮廓状乳头边缘
处。 Tyrode 溶液清洗舌头表面的血迹，清洗完毕放

入无钙 Tyrode 溶液中。用 5 ml 一次性注射器将 0.1

-0.3 ml的混合酶液注入舌上皮与其下的肌肉层之间，

注射器针头耍一直伸至舌尖边缘后缓慢地注射酶液

至舌肿胀，舌背面和侧面少量多次注射酶液，混合酶
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液为 1 : 1 、混合的胶原酶 II (1 mg/ml)+ 中性蛋白酶 II

(3 mg/ml)。无钙 Tyrode 溶液中温育 4-6 min，用眼
科摄将上皮与肌肉层轻轻剥离，使轮廓状乳头保持完

整。实验中还使用了和 1 : 1 混合的链霉蛋白酶(1.

5 mg/ml)+弹性蛋白酶(1.5 mg/ml)与前者进行比较。

将剥离的上皮迅速放入新的 Tyrode 溶液中，用眼科

剪将含有轮廓状乳头的区域剪下，置于冰浴中的

Tyrode 榕液中备用。将所有含有轮廓状乳头的上皮

切成大约 1 mm2 的小碎片，放入含有 0.25% 膜蛋白

酶和 0.05% EDTA 消化液的培养皿内， 37 'C 、 5%

CO2 培养箱内消化 5-10 min，消化后得细胞悬液，光

学显微镜下观察，苔盼蓝染色检测细胞存活率。后

接种于包被的 6孔板 37.C 、 5% CO2 培养箱内静置

培养。 48 h 后换培养液，换半量，此后每隔 5-7 天

换一次培养液。倒置显微镜下观察记录培养过程中

味蕾细胞的形态变化。每只小鼠大约可以获得(1-3)

X 10 5 个味营细胞。

1.3 鉴定

1.3.1α-gustducin 的荧光免疫组化 荧光免疫组

化过程:制作细胞爬片 4%多聚甲醒4'C固定30min，

PBS 冲洗。 0.3% Triton X-100 4 'C温育 15 min, PBS 

冲洗。 10% 山羊血清 37 'C封闭 1 h，不冲洗直接加

入一抗 37 'C 2 h 或 4 'C过夜， PBS 冲洗。加入二抗

(羊抗兔 IgG) 37 'C避光 1 h , PBS 冲洗;最后加入

SABC-Cy3 (1 : 100)，避光温育 30 min 后 PBS 冲洗

4 次，每次 5 min; 封片。激光共聚焦扫描显微镜

(LCSM Leica SP2，德国)进行信号记录。兔抗 α­

gustducin 的多克隆抗体 1 : 200 稀释作为一抗。实

验设阴性对照，一抗用 PBS 代替。

1.3.2 CK8 ABC免疫纽化 制作细胞爬片， 4% 多

聚甲醒 4 'C 固定 60-90 min。室温 1 份 30% H202 与
50份纯甲醇的混合液中浸泡30 min，以灭活内源性过

氧化物酶，蒸馆水 1-2 次。后按博士德购买的即用

型 SABC 免疫组化试剂盒说明操作。 DAB 显色封片

后普通光学显微镜下观察。所使用一抗为兔抗 CK8

的单克隆抗体，稀释度 1 : 500。实验设阴性对照，

一抗用 PBS 代替。

2 结果

2.1 昧觉上皮分离

通过采用了不同组合的两种、混合酶液， 1: U昆

合的胶原酶 11 (1 mg/ml)+ 中性蛋白酶 11 (3 mg/ml)和

1 : 1 混合的链霉蛋白酶(1.5 mg/ml)+ 弹性蛋白酶

(1.5 mg/ml)。经过比较最后本实验采用胶原酶 11+

中性蛋白酶 II 的混合酶流分离舌上皮，消化时间和酶

液用量分别为 4-6 min 和 0.1 -0.3 时，分离的包含有

·技术与方法.

三种类型乳头的舌上皮见图 L

2.2 培养过程中昧蕾细胞培养的形态变化及 CK8

ABC 免疫酶标染色

小鼠昧蕾细胞在短时间培养过程中形态的变化

(图匀。细胞接种 2h 后细胞开始贴壁， 24 h 后大部

分细胞形态开始变化，从圆形开始伸展， 72h 后细胞

开始汇集且形态变化明显且部分圆形细胞开始脱

壁。培养第 7 天后细胞皇平伸状大部分圆形细胞脱

壁。苔盼蓝染色细胞存活率达 90%0 7 天后对培养

的细胞进行 CK8ABC 免疫组化，发现大量细胞仍具

有免疫反应，阳性细胞占细胞总数 30%-40%，实验

时阴性对照无着色。

2.3α-gustducin 兔擅荧光染色

细胞培养 11 天后进行免疫荧光染色，结果表明，

部分伸展的梭形细胞呈阳性(圈 3)。粗略计数，阳性

细胞数占细胞总数的 10% 左右，阴性对照细胞不着

色。

3 讨论

味觉细胞从基底细胞分化而来，一般只能存活约

10-14 天，之后就会被新的细胞替换。很久以来，由

于无法使动物昧觉细胞在受控制的实验室环境下存

活，因而昧觉细胞的原代培养成功很少，人们对于味

觉细胞分化、成t乏和转换的认识也一直停滞不前。

近几年的昧觉细胞培养研究发现给予分离出的味蕾

→些特定的培养基，同时味觉细胞培养基底经过特殊

处理后，味觉细胞能够存活 3 天以上。在味觉细胞

短期培养中，去神经支配不会对味觉细胞存活和生理

特性有太大的影响。 2001 年， Ruiz 等 [6]分离出大鼠

昧营，在去神经支配下原代培养。研究结果表明味

觉细胞在 37 'C培养下能够存活 3-4天。同年， Kishi 

等 [7]采用角化细胞生长培养基(mKGM)，体外培养了

大鼠的味蕾细胞，体外存活超过 3 天。并且证明了

体外培养的昧蕾细胞保留有在体味觉细胞的分子和

生理特征。 2∞6 年， Ozdener 等[5]通过分离大鼠味营

的基细胞进行味营长期培养。但目前鲜少有关于小

鼠昧蕾细胞培养的报道。本实验室通过采用酶消化

法分离单细胞对小鼠昧营细胞进行培养，获得了较好

的效果，分离的味营细胞能够在 37 'C存活一周以上。

与大鼠昧蕾细胞培养的结果一致，小鼠昧蕾细胞在培

养过程中也不丢失与昧觉功能相关联的信号分子和

蛋白骨架标记。

本实验中，采用了胶原酶 II+ 中性蛋白酶 II 的海

合酶分离上皮，大大缩短了上皮的温育时间，减少了

对味蕾细胞的活性的影响。先前的昧上皮分离过程

中酶液的消化时间为 30-70 min。实验中我们也使
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秦玉梅等:小 鼠味蕾细胞分离及体外培养方法

Fig.l Structure of lingual epithelium under stereo microscopy 

There are four kinds of papillae in it: fungifo rm papilla (FF), fo liate 

papill a (FL), circumvallate papilla (CV) , filiform papilla (FI). 

用链霉蛋白酶 + 弹性蛋白酶进行味觉上皮分离两种

方法时间上差别较小，链霉蛋白酶 + 弹性蛋白酶液消

化的时间较胶原酶 II+ 中性蛋白酶 II 稍短 。 但从消

化状态来看，后者的消化效果更温和， 更利于以后的

12 1 

味营细胞培养 。 前者消化时皮下会连有其他组织，

这样会造成以后培养中杂细胞的干扰。 实验中发现

小鼠的年龄的大小和乳头所在的位置的不同，味觉上

皮进行分离所需的时间也不不同，轮廓状乳头分离需

要的时间最长，并且年龄越小需要的时间越长 。

先前人们分离味觉上皮后， 主要通过用 70~100

μm 毛细玻璃管扎取昧蕾或味觉细胞， 此种方法获取

的一次获取的味蕾数量较少， 有时难于满足一次需要

大量细胞的实验 。 本试验用 0.25 % 膜蛋 白酶与

0.05 % EDTA 37 oc联合细胞消化味觉上皮并控制消

化时间在5~10 min之间获取大量健全的上皮细胞， 苔

盼蓝染色计数细胞悬液中细胞存活率达 90% 。 但膜

蛋白酶和EDTA联合使用时若消化时间太长， 则会严

重影响细胞活力， 导致贴壁和生长能力很差。膜蛋

白酶对细胞有较大毒性， 但从经济的角度考虑，也不

失为一种理想的消化酶只是在消化过程中要严格控

制消化时间，减少对细胞的毒害。 细胞培养获得成

G 

Fig.2 Morphology of short-term cultured taste bud cells and CK8 in the taste bud cells 

Live taste bud cells (indicated arrowheads) were imaged after 1 d (A) , 2 d (8 ), 3 d (C), 5 d (D), 7 d (E) under microscopy (200x). F and G are 

the positive and negative immuohistochemistry image of CK 8, respectively. Scale bar A-E=20 μm， F-G=l O μm 

Fig.3 Results ofα-gustducin immunofluorescence (200x) 

A and C the positive and negative image, respectively; cytoplasm of the cells are intensely labeled. 8 and D phase contras t image. Scale bar 

A and 8=50μm， C and D=30μm. 
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功的另一关键技术就是有效贴壁，我们用大鼠鼠尾胶

原包被培养板，大大增加了细胞贴壁效率和接种后的

稳定性。

细胞经消化后形态趋于圆形，培养后昧营细胞的

形态异于体内形态。为了证明培养的细胞为昧营细

胞，需要通过昧营细胞的特异性标记物如 CK8 ， α­

gustducin 等对其进行鉴定。组化结果表明 CK8 阳性

和 α-gustducin 阳性味蕾的细胞数分别为 30%-40%

和 10% 左右。细胞的阳性反应一方面证实了我们培

养的细胞为昧营细胞。另一方面 CK8 阳性细胞个数

多于 α-gustducin 阳性个数，是因为 CK8 被认为是成

熟和正在成熟昧营细胞的分子标记I町，而 α-gustducin

是味觉特异性G 蛋白 gustducin 一个亚墓，一种重要

的细胞内信号分子，只在味觉细胞的 II 型细胞表达[9J 0 

总之，我们己经初步建立了一种有效的小鼠昧蕾

细胞分离及体外培养方法，井通过组化染色对其进行

了鉴定。但为了进一步建立一种小鼠昧营细胞体外

培养体系，我们接下来还将对培养的味蕾细胞的功能

特性进行检测，主要通过如下方法:钙影像技术检测

味觉物质刺激引起细胞内钙的变化、膜片钳检测动

作电位变化以及我们实验室正在开展的用 ITC 检测

味觉剌激引起的微热量变化。进一步建立一种体小

鼠昧蕾细胞外培养模型体系，为其在生理生化等方面

·技术与方法.

的应用打下基础。
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The Isolation and in Vitro Culture of Mouse Taste Bud Cells 

Yu-Mei Qin, Gen-Hua Zhang1, Jin-Qin Shi, Teng-Hao Wang, Shao-Ping Deng* 
(College of Food Science and Biotechnology, Zhejiang Gongshang Univers抑， Hangzhou 310035, China; 

lDepartment of Biological Science, Changshu Institute ofTechnology, Changshu 215500, China) 

Abstract The lingual epithelium of ICR mouse was utilized for this study. The isolated taste bud cells were 

cultured in rat tail collagen type I-coated cultured plate with IMDM. Phase contrast microscopy was used to record 

the让 morphological changes during culture. Immunohistochemistry and immunofluorescent staining was performed 

to identify taste bud cells. Results showed that taste bud cells changed their morphology after culturing for more 

than one week, but still retained such molecular markers as: 1)α….gustducin which is involved in intracellular 

signaling, 2) cytokeratin 8 which is a component of cytoskeleton. These results demonstrated that a primary method 

might be thus established to sep缸ate taste bud cells from the circumvallate of ICR mouse and to culture them in 

vitro so as to provide an effective way to study their physiological and biochemical characteristics. 
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