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吡咯喹啉醌对许旺细胞增殖及Sox10表达的影响*☆ 

贺  斌，刘世清，李皓桓 

Effects of pyrroloquinoline quinone on Schwann cells proliferation and Sox10 expression   

He Bin, Liu Shi-qing, Li Hao-huan 

Abstract 
 
BACKGROUND: Schwann cells are seed cells of nerve tissue engineering, but they grow slowly in vitro, and can not satisfy the 
need of scientific research and clinical application. Pyrroloquinoline quinine (PQQ) can promote proliferation of some kinds of cells.  
OBJECTIVE: To investigate the effects of PQQ on Schwann cells proliferation and Sox10 expression.  
METHODS: Schwann cells were cultured and purified in vitro. The purity of Schwann cells was identified by immunofluorescence 
of S-100. After serum-free culture for 12 hours, 10 nmol/L PQQ was added into cultured Schwann cells, and the morphological 
changes were detected under PQQ treated. Different concentrations of PQQ (0, 1, 10, 100, 1 000, 10 000 nmol/L) were added into 
culture medium for 24 hours, then the expression of Sox10 mRNA was detected by reverse transcription-polymerase chain 
reaction.  
RESULTS AND CONCLUSION: PQQ could affect the morphology of Schwann cells, showing bundle-shaped and side by side 
growing, and promote Schwann cell proliferation. 1-1 000 nmol/L PQQ could up-regulate the expression of Sox10 mRNA on 
cultured Schwann cells; the maximal effect occurred on 100 nmol/L PQQ; 10 000 nmol/L PQQ exhibited the depressed effect on 
expression of Sox10 on cultured Schwann cells (P < 0.05). 
 
He B, Liu SQ, Li HH. Effects of pyrroloquinoline quinone on Schwann cells proliferation and Sox10 expression. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(19): 3554-3557.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 

背景：许旺细胞是神经组织工程的种子细胞，但其体外增殖缓慢，难以满足科研与临床对其的需要，而吡咯喹啉醌可以对多

种细胞的增殖产生促进作用。 

目的：观察吡咯喹啉醌对许旺细胞的增殖作用并探讨其对许旺细胞 Sox10 基因表达的影响。 

方法：体外培养及纯化大鼠许旺细胞，S-100 免疫荧光鉴定许旺细胞；细胞经无血清培养 12 h 后，加入 10 nmol/L 吡咯

喹啉醌继续培养 24 h 观察其形态学改变；加入不同浓度(0，1，10，100，1 000，10 000 nmol/L)吡咯喹啉醌于许旺细胞

培养 24 h，利用 RT-PCR 技术检测 Sox10 的 mRNA 表达。 

结果与结论：吡咯喹啉醌促使许旺细胞发生形态学改变，多数呈束状或并排生长，且细胞数目增多；1~1 000 nmol/L 吡咯喹啉

醌可使许旺细胞 Sox10 mRNA 表达增高，100 nmol/L 时表达最高；10 000 nmol/L 时对 Sox10 的表达表现为抑制作用(P < 0.05)。 

关键词：吡咯喹啉醌；许旺细胞；增殖；Sox10；大鼠 
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0  引言 

 

许旺细胞是周围神经系统的主要胶质细胞，

来源于神经嵴，由原始许旺细胞前体分化为髓鞘

形成细胞或非髓鞘形成细胞[1]，在周围神经损

伤、再生和修复过程中发挥关键作用[2]。神经损

伤的修复或重建是显微外科的常见问题，最大

程度恢复神经损伤所致的功能障碍是神经损

伤修复的目标。近年发展起来的神经再生组织

工程为修复损伤神经提供了一种新方法；其中

作为种子细胞的许旺细胞被广泛研究[3-5]。由于

许旺细胞体外增殖速度缓慢，而神经再生工程又

需要在短期内提供大量许旺细胞，因此体外短时

间内培养大量高纯度许旺细胞成了该研究领

域 的 难 点 。 吡 咯 喹 啉 醌 (pyrroloquinoline 

quinone，PQQ)是一种不依赖于NAD(P)和

FAD的葡萄糖脱氢酶辅基，在生物体内可发挥

多种生物学效应：加快动物生长发育、细胞增

殖、保护神经细胞并促进神经生长因子分泌[6]。

已有学者将PQQ应用于损伤的周围神经，研究

发现它可促进周围神经修复及再生，将PQQ作

用于体外培养的许旺细胞发现其可以促进许

旺细胞增殖及生长因子的分泌[7-10]。许旺细胞

的增殖需要多种转录因子的参与，其中

Sox10(SRY同源盒基因10)是参与许旺细胞

早期发展的一个重要转录因子[11-12]。实验通过

观察PQQ促进体外培养许旺细胞增殖及形态
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学的影响，并检测PQQ对体外培养许旺细胞早

期激活转录因子Sox10表达的影响，旨在为

PQQ用于神经再生组织工程提供大量种子细

胞奠定基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：观察性实验，细胞学体外培养。 

时间及地点：实验于2009-01/04在武汉大

学人民医院中心实验室完成。 

材料：出生3~5 d的SD大鼠20只，由武汉

大学医学部实验动物中心提供(动物质量合格

证号：SYXK(鄂)2003_0013)，实验过程中对

动物的处置符合中华人民共和国科学技术部

2006年颁布的《关于善待实验动物的指导性

意见》标准[13]。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

许旺细胞培养基纯化：取出生3~5 d SD大

鼠，按照Brockes等[14]的描述，在显微镜下无

菌剥离双侧坐骨神经，D-Hank’s液漂洗后移入

混合酶液(0.25%胰酶/0.03%Ⅱ型胶原酶)中消

化40 min，离心，弃上清后加入DMEM/F12培

养液(含体积分数为10%胎牛血清)，于37 ℃，

含体积分数为5%CO2的培养箱中培养，30 min

后用差速贴壁法去除成纤维细胞，并于24 h后

加入100 μL阿糖胞苷(Ara-C，10-5 mmol/L)联

合使用不同的胶原酶处理来纯化许旺细胞[15]。 

许旺细胞鉴定：PBS洗涤细胞3次，4 ℃、

40 g/L多聚甲醛固定10 min；PBS洗涤3次；

加入1%Triton-100，37 ℃孵育20 min，PBS

洗涤1次；正常羊血清封闭5 min，PBS洗涤1

次；加入兔抗大鼠S-100抗体，4 ℃过夜；PBS

洗涤3次；加羊抗兔IgG-FITC，37 ℃避光孵育

30 min，PBS洗涤3次(避光)；荧光显微镜下观

察S-100免疫荧光标记阳性细胞并计数，胞浆

呈绿色者为阳性细胞[16]。 

RT-PCR检测Sox10基因mRNA表达：采用无

血清饥饿法培养许旺细胞达12 h，选择细胞密

度相同的6组细胞，其中每组均重复3次。在6孔

中分别加入0，1，10，100，1 000，10 000 nmol/L

的PQQ(0 nmol/L PQQ作对照)，置于37 ℃、含

体积分数为5%CO2的培养箱中培养24 h；用

Trizol 法 提 取 各 组 细 胞 的 总 RNA ， 按 照

Fermentas试剂盒说明进行RT-PCR。 

引物序列： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

反应环境：94 ×10 min℃ ，94 ℃变性30 s、

退火30 s(退火温度：β-actin为55 ℃，Sox10为

58 )℃ 、72 ℃延长30 s，设30个循环；72 ×℃   

10 min。取产物置2%琼脂糖凝胶中电泳，然后

使用Bio-Rad图像软件分析。 

主要观察指标：PQQ对许旺细胞形态变化

及Sox10基因mRNA表达的影响。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一作者，

干预实施及结果评估为全部作者，均经过系统培

训，未采用盲法评估。 

 

2  结果 

 

2.1  S-100免疫荧光鉴定许旺细胞  经S-100免

疫荧光标记，在荧光显微镜下可见许旺细胞呈绿

色荧光，体积较小，有两极，大多呈梭形，实验

中S-100标记许旺细胞显示其纯度> 90%，见图1。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  不同浓度PQQ对许旺细胞形态变化的影
响  根据Theodor Schwann于1939年首次对

试剂及仪器 

 

来源 

DMEM/F12培养基 Hyclone 

胎牛血清 美国Gibco公司 

胰蛋白酶、Ⅱ型胶原酶 美国Sigma公司 

Trizol、PCR引物 Invitrogen 

RT-PCR试剂盒 Fermentas 

Figure 1  Immunofluorescence of S-100 of 
Schwann cells (×250) 

图 1  许旺细胞 S-100 免疫荧光鉴定(×250) 

引物 

 

序列 扩增片段 

Sox10 上游：5’-AGG ACG GCG AGG 

CAG ACG ATG-3’ 

下游：5’-GGT GGT CCA GGT 

GGG CAC TCT TGT A-3’ 

468 bp 

β-actin 上游：5’-CCT GAC CGA GCG 

TGG CTA CAG C-3’ 

下游：5’-AGC CTC AGG GCA 

TCG GAA C-3’ 

205 bp 
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许旺细胞进行报道，在光镜下呈梭形、体积小、有两极，

胞核明显、呈卵圆形。实验加入PQQ的浓度分别为1，

10，100，1 000，10 000 nmol/L，加入PQQ前各组细

胞均经过无血清培养使细胞均处于同一细胞周期，加入

PQQ后24 h观察各组细胞长势并计数细胞克隆形成数，

PQQ促进许旺细胞增殖主要是刺激细胞进入S期，缩短

细胞从G1期进入S期的时间，使分裂相的许旺细胞明显

增多，进而促进其增殖；实验结果表明加入PQQ后各实

验组在细胞长势及克隆形成等方面均较对照组好，细胞

大多呈梭形，两端有两极，细胞数较少处多呈尖对尖或

并排排列，较多处则呈簇状排列或呈圈状，见图2。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  RT-PCR检测不同浓度PQQ对Sox10基因mRNA

表达的影响   使用RT-PCR技术对Sox10基因mRNA

进行扩增，实验结果表明PQQ在一定浓度范围内(1~  

1 000 nmol/L之间)时可以使Sox10基因表达上调，当PQQ

浓度为100 nmol/L时表达最高，与其他各组相比，差异有

显著性意义(P < 0.05)；当PQQ浓度为10 000 nmol/L时

Sox10的表达降低(P < 0.05)，此时PQQ表现为对上述

基因表达的抑制作用，见图3。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

许旺细胞是周围神经系统所特有的，也是最主要的

胶质细胞，亦称神经膜细胞或鞘细胞，来源于胚胎时期

的神经嵴细胞。其发育过程中先后经历许旺细胞前体、

不成熟的许旺细胞两个阶段，最终发育成熟。许旺细胞

功能极其活跃，它能分泌20多种蛋白质，包括数种神经

营养因子，如神经生长因子、脑源性神经营养因子、睫

状神经营养因子、成纤维细胞生长因子等，同时还产生

细胞外基质和细胞黏附因子，对促进周围神经的生长发

育、再生和修复起到重要作用。周围神经损伤是骨科创

伤常见的问题，如何最大程度恢复和重建损伤神经是治

疗神经损伤的主要目标。近年来运用组织工程学技术移

植许旺细胞修复损伤周围神经，已成为一种颇具应用前

景的方案[17-18]。组织工程技术需要在短期内增殖培养出

大量纯化的许旺细胞，而单纯通过从神经分离培养所获

取的许旺细胞数量稀少、周期长，再加上许旺细胞本身

生长缓慢，因此依靠单纯分离培养无法满足基础与临床

研究对许旺细胞的需求。因此需要寻找适宜的刺激许旺

细胞增殖因子，短期内培养大量高纯度许旺细胞具有十

PQQ (nmol/L) 

aP < 0.05，vs.100 nmol/L pyrroloquinoline quinine 

Figure 3  Expression of Sox10 gene mRNA in various concen-
trations of pyrroloquinoline quinine(PQQ)-induced 
Schwann cells using reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction 

图 3  RT-PCR 检测不同浓度 PQQ 对许旺细胞表达 Sox10
基因 mRNA 的影响 

a: 10 nmol/L 

 b: 100 nmol/L 

 c: 1 000 nmol/L 

 d: 10 000 nmol/L 

Figure 2  Morphological changes of Schwann cells driven by 
various concentrations of pyrroloquinoline quinine 
(×100) 

图 2  不同浓度 PQQ 对许旺细胞形态变化的影响(×100) 
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分重要的意义。PQQ是一种不依赖于NAD(P)和FAD的

葡萄糖脱氢酶辅基，其结构式为4，5-二氢-4，5-二氢-

吡咯并(2，3-f)喹啉-2，7，9-三羧酸，相对分子质量为

330 000，水溶性，理化性质稳定，它广泛分布于G-细

菌中，并以非共价键与酶蛋白相结合，人体组织与体液

中也可检出微量PQQ。PQQ在生物体内可发挥多种生

物学效应，PQQ可以调节线粒体的数目和功能[19]、促进

细胞增殖[20]，Natio等[21]用3~30 nmol/L PQQ刺激人成

纤维细胞，结果发现细胞DNA合成增加，其功效强于成

纤维细胞生长因子和胰岛素样生长因子，与上皮生长因

子相当。研究还发现PQQ对神经细胞具有一定的保护作

用[22]，而且它还是动物的重要营养物质，采用缺乏PQQ

的人工合成饲料喂养小鼠时，其生长、发育将受到损害，

新生动物表现尤为明显。Sox10(SRY同源盒基因10)在

许旺细胞的成熟过程中编码重要的转录因子，许旺细胞

早期从前体转化为成熟体的时候均表达Sox10。Sox10

在许旺细胞和其他神经脊来源组织中特意地表达，而且

对神经脊细胞的分化特异性非常重要[23-24]。Sox属于E

族Sox分子，它还包括Sox8和Sox9[25]。虽然Sox10在

很多神经脊细胞中均具重要作用，但最近的研究表明

Sox10是Sox家族中最重要的调节许旺细胞发生的因

子[26-27]。在许旺细胞的发生发展中Sox10可以与多种细

胞因子相互作用[28]，包括Oct6/Scip以及其他因子[29]。

目前研究表明Sox10在许旺细胞髓磷酯基因转录的分子

机制中发挥重要作用[30]。 

实验将PQQ作用于许旺细胞，发现PQQ不仅在形

态上对许旺细胞产生影响，而且对许旺细胞表达早期转

录因子Sox10也产生影响。上述结果表明PQQ对许旺细

胞有促进增殖的作用，而且Sox10在这个过程中发挥重

要作用，为PQQ促进许旺细胞增殖机制研究及PQQ用

于神经组织工程奠定基础。 
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