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Abstract： Diabetes mellitus （DM） are induced in ICR mice with the dose of 180 mg/kg of
streptozotocin（STZ） and then the morphological changes and the expression related with taste signal
transduction of taste buds in vallate papillae are evaluated by hematoxylin -eosin staining and
immune-histochemical methods. The results show that the number and the size of taste buds have
no significant difference between control and DM mice. Whereas，compared with control mice，the
DM mice have more number of α-gustducin and phospholipase Cβ2 positive cells per taste bud（P<
0.05/P<0.01）. By contrast，the DM mouse have less number of SNAP-25 cells per taste bud than
that of control mice （P <0.01）. In a word，taste changes caused by DM maybe result from the
expressed change of the taste signal transduction proteins，which block the peripheral taste signal to
transmit to to the gustatory afferent nerve.
Keywords： diabetes mellitus，Streptozotocin，taste，mice

摘要： 以 ICR小鼠为实验对象，注射 180 mg/kg剂量链脲佐菌素构建糖尿病小鼠模型，利用苏木
精-伊红染色法及免疫组织化学方法分析了糖尿病小鼠味蕾形态变化和味觉信号转导相关蛋白
表达变化。 结果表明，对照组小鼠与糖尿病组小鼠轮廓状乳头大小及数量无显著差异；但糖尿病
小鼠单个味蕾中味觉信号转导蛋白 α-gustducin 及磷酸脂酶 Cβ2 的阳性细胞数显著增加 （P<
0.05），而 synaptobrevin-25 （SNAP-25）阳性细胞显著减少（P<0.05）。 综上所述，糖尿病引起的味
觉变化可能来自于味信号转导蛋白表达的变化，而这些变化导致外周味觉感受信号无法有效地
传导到味觉传入神经。
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味觉作为人类食物辨别、选择及接受决定因素

之一， 用于食物及饮品中营养及有害物质的检测，
引起应急反应，导致食物的接受与回避，是人类不

可或缺的生理功能。 一旦味觉的感知能力显著下

降， 将会导致人类的饮食偏好及食物摄入变化，从

而最终影响人类的代谢并引发健康问题。 近年来，
糖尿病的发病率及患病率逐年升高，成为威胁人类

健康的重大问题之一。 糖尿病危害主要来自其并发

症，分为急性并发症和慢性并发症，其中慢性并发

症会引起神经病变， 临床表现为四肢自发性疼痛、
麻木感、感觉减退。 味觉紊乱和味觉损伤是其慢性

并发症的表现之一，在口腔中表现为味觉感知能力

的下降 [1]。 但糖尿病病人味觉感知能力改变的机制

目前尚不清楚。 味蕾是味觉感受的外周器官，所以

作者通过 STZ 诱导建立糖尿病模型小鼠 [2]；利用苏

木精-伊红染色法及免疫组织化学方法分析糖尿病

小鼠味蕾形态变化和味觉信号转导相关蛋白表达

变化，为糖尿病人味觉感知能力的改变机制提供味

觉方面的依据。

1.1 材料

1.1.1 试验动物 8 周大雄性 ICR 小鼠， 购自浙江

省动物医学研究院，恒温动物房中饲养（温度 22±1
℃，湿 度 50%~60%），采 用 12：12 h 的 白 天/黑 夜 循

环人工照明，自由进食和饮水。
1.1.2 主要试剂 链脲佐菌素 STZ： 购自 Sigma 公

司；柠檬酸，柠檬酸钠，多聚甲醛：均购自上海生物

工程有限公司； 多克隆兔抗 α-gustducin、PLCβ2 及

鼠抗 SNAP25 抗体： 购自 Santa Cruz 公司； 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。
1.2 方法

1.2.1 STZ 诱导糖尿病小鼠模型建立 8 周大雄性

ICR 小鼠，动物房适应一周后（平均体重 25 g），称重

分 组 [3-4]（实 验 组 与 对 照 组，每 组 40 只 小 鼠），禁 食

16~17 h，实验组小鼠腹腔注射 STZ 溶液（0.1 mol/L
的柠檬酸盐缓冲液中溶解，pH 4.4，灭菌，剂量 180
mg/kg[5-6]）；对照组注射同等体积的柠檬酸盐缓冲液。
78 h 后 ， 使 用 One Touch Basic 血 糖 仪 （Lifescan，
Milpitas，CA）测定小鼠血糖水平 [7]，确定模型构建成

功率（血糖水平≥11.1 mmol/L 为建模成功）。

1.2.2 舌组织取材及轮廓状乳头中味蕾形态分析
小鼠 CO2 致死后，取舌，舌剪至轮廓状乳头边缘处，
4%的多聚甲醛中固定 24~48 h。 取 1 cm×0.5 cm×
0.5 cm 含轮廓状乳头的舌组织进行流水冲洗，常规

石蜡包埋，10 μm 连续冠状切片，贴于蛋清包被的载

玻片上，常规 HE 染色，实体显微镜记录连续切片图

像，定量轮廓状乳头中味蕾数量；同一样品连续数

字图像中随机选取 5 张切片，每张切片随机选取 3~
5 个具有味孔味蕾, 利用实体显微镜自带软件测量

味蕾高度及宽度， 通过以下公式计算味蕾横截面

积：

面积= π×高×宽
4

1.2.3 免疫组化和免疫荧光定量 α -gustducin、
PLCβ2及 SNAP25 表达 小鼠 CO2 致死后取舌，4%
的 多 聚 甲 醛 中 固 定 24~48 h 后 常 规 石 蜡 包 埋 ，15
μm 连续冠状切片贴于蛋清包被的玻璃载玻片上，4
℃短时间保存备用。 切片脱蜡后柠檬酸盐缓冲液中

煮沸抗原修复，30% H2O2 和甲醇 （1∶50） 溶液中 30
min 室温孵育，PBS 清洗后 10%正常动物血清及 5%
的牛血清白蛋白溶液封闭， 室温下孵育 20 min，加

入一抗，4 ℃孵育过夜（α-gustducin，1∶100；PLCβ2，1∶
200；SNAP25，1 ∶200），PBS 清 洗 ，PLCβ2 及 SNAP25
操作按照博士德即用型 SABC 试剂盒说明书，DAB
显色缓冲甘油封片后后，Leica 实体显微镜及 CCD
记录结果；α-gustducin 加入 Cy3 偶联 IgG， 缓冲甘

油封片后 Leica SP2 激光共聚焦显微镜下观察记录

结果。 省略一抗或用 PBS 代替作为对照实验。 定量

研究小鼠轮廓状乳头中味蕾中阳性反应味蕾细胞

数量， 从小鼠舌面连续切片中随机选取 5 张切片，
每张切片选取 3 个最大横截面积味蕾，10 只小鼠共

150 个味蕾。
1.2.4 数据分析 采用 Oringin 8.0 对测定数据进

行统计，数据用平均值±标准差表示，以 P<0.05 表示

差异显著性。

2.1 轮廓状乳头中味蕾数量及形态变化

HE 染色结果见图 1。 对照组与糖尿病小鼠

轮廓状乳头中味蕾总数及味蕾最大横截面及之间

无显著差异，分别为 243.83±12.56 vs. 231±7.78 （P=
0.734 52）；1 621.79±232.78 vs. 1 659±129.87 （P=
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0.899 45）。

图 1 轮廓状乳头中味蕾数量及形态

Fig. 1 Number andMorphology of circumvallate taste buds

2.2 α-gustducin、PLCβ2 及 SANP25 表达

α-gustducin、PLCβ2 被认为是味觉信号转导的

关键蛋白（主要包括甜味、鲜味及苦味），而 SNAP25
是调节神经突触小泡释放神经递质的重要蛋白 [8]，
与味觉信息传递息息相关，通过免疫组化技术分析

了糖尿病小鼠与正常小鼠之间 α-gustducin、PLCβ2
及 SANP25 表 达 差 异 。 结 果 表 明 ：α -gustducin、
PLCβ2 及 SANP25 在小鼠轮廓状乳头中味蕾中呈强

阳性表达，见图 2。 而且糖尿病小鼠单个轮廓状乳头

中味蕾中 α-gustducin、PLCβ2 免疫反应性阳性味细

胞数分别为 6.95±0.37 和 10.24±0.48，显著高于对照

组小鼠单个味蕾中 α-gustducin、PLCβ2 免疫阳性细

胞 数（P=0.015 47<0.05 和 P=0.000 43<0.01），对 照

组小鼠单个味蕾中 α-gustducin、PLCβ2 免疫阳性细

胞数均为 4.38±0.23（图 3a 和 b）。 与上述两种蛋白

质的表达相反，糖尿病小鼠单个轮廓状乳头中味蕾

中 SNAP-25 免疫阳性细胞数显著少于对照组小鼠

（P<0.01），分别为 8.47±0.37 vs. 11.57±0.53（图 3c）。

图 2 α-gustducin、PLCβ2 及 SNAP-25 轮廓状乳头中味蕾

中表达

Fig.2 α-gustducin，PLCβ2 and SNAP-25 immunoreacti-
vity in circumvallate taste buds from diabetic mice
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图 3 糖 尿 病 小 鼠 及 正 常 小 鼠 轮 廓 状 乳 头 中 味 蕾 中 α-
gustducin、PLCβ2 与 SNAP-25 表达差异

Fig. 3 Quantitative comparision of taste cells displaying
different immunoreactive to marker in diabetes
and control mouse circumvallate taste buds

味觉是呈味物质溶解于口腔唾液后与味感觉

受体作用， 引起下游味觉信号传导及释放神经递

质， 通过味觉传入神经将外周味觉信息传递到大

脑，最终经大脑分析后产生的感觉。味蕾（Taste bud，
TB）是味觉感受的末端器官，主要分布于舌面上的

各种味乳头中（包括菌状乳头 FF、叶状乳头 FL 和

轮廓乳头 CV），一般由 50~150 个味觉细胞组成，而

用于各种味觉感受的受体位于各种味细胞顶端的

微绒毛上 [9]。 甜味、 鲜味及苦味因为其受体均为

GPCRs， 具有相似的味觉信号转导特性及相似的下

游 味 觉 信 号 转 导 因 子 包 括 G 蛋 白 α 亚 基 （α-
gustducin）， 磷酸脂酶 Cβ2 （Phospho- lipase Cβ2，
PLCβ2）， 瞬 时 受 体 离 子 通 道 （Transient receptor
potential iron channel，TRMP5）， 而这些蛋白质的基

因敲除小鼠的行为及神经反应结果，充分证明了其

在三种味觉信号转导中的作用 [10-12]。 所以糖尿病病

人味觉感知能力的下降可能来自于味觉感受基础

的改变，包括味蕾解剖形态及味觉感受关键蛋白表

达的变化。 而本研究通过 STZ 诱导建立糖尿病模型

小鼠， 利用苏木精-伊红染色法及免疫组织化学方

法分析糖尿病小鼠味蕾形态变化和味觉信号转导

相关蛋白表达变化结果表明，糖尿病小鼠与正常小

鼠之间轮廓状乳头中味蕾数量及形态无显著差异，
表明味蕾解剖形态不是糖尿病小鼠味觉改变的主

要原因。
α-gustducin、PLCβ2 及 SANP25 定量 表 达 结 果

表明，与正常组小鼠相比，糖尿病小鼠轮廓状乳头

中味蕾中上述味觉感受信号转导蛋白显著改变，用

于味觉信号转导的 α-gustducin 及 PLCβ2 表达量显

著增加。 这一结果与 Pai （2008）[13]和 Zhou （2009）[14]

等以大鼠为实验对象的研究结果一致的，但似乎与

糖尿病病人的味感知能力下降相悖，至于上述变化

的产生尚无合理解释。 与代表味觉信号转导的关键

蛋白 α-gustducin 及 PLCβ2 的结果相反， 用于味觉

信 息 传 递 控 制 神 经 递 质 释 放 的 重 要 调 节 蛋 白

SNAP-25，同时也是味蕾信号传递前神经突触细胞

的标志蛋白，在糖尿小鼠中表达显著减少，而这种

蛋白表达量降低可能导致外周味觉信息无法正常

传递到味觉传入神经，进而导致味觉感知能力下降

及味觉损伤。 而大量研究也表明糖尿病引起神经系

统退化和损伤 [15]，这种作用在外周味觉感受上可能

表现为味觉感受前神经突触神经细胞数量的减少

及与支配味觉细胞的味觉神经退化， 我们研究中

SNAP-25 免疫结果支持了上述观点， 同时 Pai 等[16]

研究结果也证实了糖尿病大鼠支配味蕾的蕾内神

经及蕾外神经显著退化。 而这些神经的退化可能是

导致味蕾中不同类型细胞数量变化的重要原因 [17]。
而各种味蕾细胞的异常生长致使正常味蕾内部各

种类型细胞比例结构失调，从而最终导致味觉感知

能力的下降。
综上所述，利用 STZ 诱导构建糖尿病小鼠模型

及简单组织学免疫学方法，证明了糖尿病小鼠和正

常小鼠之间轮廓状乳头中味蕾形态变化和味觉信

号转导相关蛋白质表达变化异常可能是导致糖尿

小鼠味蕾异常的重要原因，主要表现在确定了味蕾

解剖形态不是糖尿病小鼠味觉改变的主要原因；糖

尿病小鼠 α-gustducin、PLCβ2 表达量增加， 这似乎

与味觉损伤相悖。 而用于味觉信息传递控制神经递

质释放的重要调节蛋白 SNAP-25 却减少，SNAP-25
减少表明用于味觉信号传递体系的破坏，主要是神

经信息的传递，从而导致味觉信号无法正常传递形

成味觉异常或损伤。 总之，本研究从一定程度上揭

示了糖尿病引起味觉损伤的味觉方面基础，这些可

能为糖尿病病人食物设计提供一定理论依据。

结 语3
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