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小鼠皮肤黑色素瘤细胞在三种不同基质上的

趋电性比较
许琳峰1  赵  敏1,2  王晓燕1  赵三军1*

(1云南师范大学再生生物学实验室, 昆明 650500; 2美国加州大学戴维斯分校医学院再生治疗研究所, 
加利福尼亚州 98517, 美国)

摘要      微小直流电场具有指导细胞进行定向迁移的作用。各种细胞外基质的物理、化学性质

会影响细胞的迁移。该研究以小鼠皮肤黑色素瘤细胞(B16-F10)为模型, 比较微直流电场(250 mV/mm)
指导下细胞在平滑基底与两种不同市售基质Matrigel及FNC上的趋电性。结果显示, 黑色素瘤细胞

在三种基底上均有明显的向电场阴极迁移的趋电运动, 但在不同基质上细胞趋电的方向性无显著

差异, 但细胞迁移速度及在细胞沿电场进行定向迁移的持续性有显著差异。
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Electrotaxis of Mouse Epithelial Melanoma Cells on 
Three Different Matrixes
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Abstract       Directed cell migration is a crucial behavior in development, regeneration and wound healing. 
The small directed electric fields (EF) were proved to be one of the important direction signals to giuid the cell 
migration. Furthermore, the physical and chemical properties of matrix would influence many aspects of the cell 
migration. In this study, using melanoma cell (B16-F10) as a model, we studied the electric fields guided cell mi-
gration on petri-dish, Matrigel and FNC. The results indicated that cells migrated toward cathode on each matrix, 
While the cells exhibited obviously different migration speed and persistence on different matrixes.
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细胞的定向迁移是细胞摄食、胚胎发生、个体

发育、癌症转移和损伤修复等生命现象的重要基础[1],
例如白细胞对入侵细菌和其他致病因子的追踪和吞

噬以及成纤维细胞迁移至伤口并促进愈合等。错误

的迁移会导致精神发育障碍、血管疾病、肿瘤发生

及恶性转移等后果[1-5]。
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研究表明, 类似生理电场大小的外源微直流电

场(small directed electric fields)具有指导细胞定向迁

移的作用, 该现象被称为细胞的趋电性[6-8]。很多类

型的细胞都表现出明显的趋电性。例如, 晶状体上

皮细胞向电场阳极方向迁移[9], 神经元细胞在电场

中向阴极迁移, 并且随暴露时间延长而表现出更强

的趋电性[10]。植于FNC仿生基膜上的大鼠角膜上皮

细胞在150 mV/mm的电场强度下迁移速率可以达

到20.203±0.649 μm/h[11]。而牛血管内皮细胞和人皮

肤成纤维细胞在强度达到200 mV/mm以上时才会

表现出明显的趋电性[12-13]。近期的研究结果表明, 
内源生理性电场在促进伤口愈合的过程中具有重

要作用[14-15]。

黑色素瘤是一种恶性程度相当高的肿瘤, 又称

恶性黑瘤, 大多原发于皮肤, 早期即可发生转移[16]。

细胞外基质会影响肿瘤细胞迁移从而影响肿瘤恶性

转移的过程[3,17], 它可以控制肿瘤细胞迁移的速度与

方向, 并为细胞迁移提供“脚手架”[18]。细胞外基质

组成成分及物理状态会影响包括肿瘤在内的细胞迁

移[17,19-20]。纤黏连蛋白可促进成上皮细胞、纤维细胞、

角膜上皮细胞及黑色素细胞等的迁移[21-23]; 层黏连

蛋白可促进多种肿瘤细胞的迁移[24-25]。

细胞趋电性研究目前大多集中于研究某种细

胞在同一种基质上的趋电性表现, 而同种细胞在不

同基质上的研究相对较少。本文以小鼠黑色素瘤细

胞(B16-F10)为模型, 比较细胞在未经处理的平皿表

面及Matrigel和FNC两种市售细胞外基质上的趋电

性, 为研究肿瘤细胞的迁移及微直流电场指导下的

细胞迁移在肿瘤诊疗中的潜在应用提供参考。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      小鼠皮肤黑色素瘤细胞(B16-F10)购
自中国科学院上海生命科学研究院细胞库。

1.1.2   试剂及仪器      DMEM高糖培养基、胎牛

血清FBS、0.25%胰酶和CO2非依赖性培养基购自

Gibco公司, PBS缓冲液、FNC coating mix胶原液

(AthenaES公司)、Matrigel(BD公司)、高真空密封

脂(Corning公司)、其他试剂均为国产分析纯, 购自

上海生工生物工程有限公司。

Nikon倒置显微镜(Nikon Eclipse Ti-E)、恒温培

养箱(Thermo scientific公司)、5418离心机(Eppendorf

公司)、GD 100水浴锅(Grant)、BG-Power300基本电

泳仪电源(北京百晶生物科技有限公司)、超净工作

台(苏州净化设备有限公司)、培养皿(Corning公司)。
1.2   方法

1.2.1   小鼠皮肤黑色素瘤细胞培养      将–70 °C超低

温冰箱中保存的细胞水浴快速溶解复苏, 将细胞液

移入培养皿中, 加入约5 mL新鲜DMEM培养基, 置于

37 °C、5% CO2的恒温培养箱中培养, 每两天更换一

次培养基, 更换时保留少量原培养基, 再加入新鲜培

养基。细胞生长到对数期即可用于实验或传代培养。

1.2.2   实验细胞处理      待细胞生长到对数期, 密度

达到70%~80%时吸去旧培养基, 用PBS缓冲液清洗

两次, 取200 μL胰酶溶液铺满皿底, 置于培养箱, 消
化3 min后吸净酶液, 用新鲜培养基悬浮细胞, 收集

至1.5 mL离心管, 2 000 r/min离心5 min, 去上清液; 
PBS缓冲液悬浮细胞, 2 000 r/min离心5 min, 去上清

液, 重复此步骤。离心完毕后去上清, 加入新鲜培养

基重悬细胞, 将细胞悬液移入培养皿, 调整至实验所

需密度。

1.2.3   基本细胞趋电性实验装置      实验装置参照

Zhao等[15,26]的方法, 用高真空密封脂将两片盖玻片

(长22 mm、宽11 mm、厚0.16 mm)平行固定在直径

35 mm的培养皿底部中央, 两玻片间隔10 mm, 制作

成20 mm×10 mm的培养室(Boyden Chamber), 将细

胞接种于培养室, 待细胞贴壁后, 以盖玻片覆盖, 形
成两端开放的细胞培养室, 分别用高真空密封脂将

两端开放的培养室与培养皿边缘连接, 形成两个连

通培养室的液体池。一对弯形玻璃管灌以含1.5%琼

脂的Steinberg凝胶, 冷却凝固后制成导电盐桥, 一端

与培养皿内的培养基相接触, 另一端浸入含Steinberg
溶液的烧杯内, 其内通过Ag/AgCl电极将烧杯内的电

解液与直流电源相连, 形成一个完整的回路。用BG-
Power300直流电源控制培养室的电压, 通过万用表

监测并适时调整培养室两端间电压及电场强度。

1.2.4   培养室(Boyden Chamber)处理      在实验前, 
分别用FNC和Matrigel两种基质处理培养室。将100 μL 
FNC(pH7.2)滴入培养室, 均匀覆盖, 30 s后吸去, 用
PBS缓冲液冲洗1次, 再用新鲜培养基冲洗小室后均

匀接种200 μL细胞悬液(103/mL), 放入培养箱, 待细

胞贴壁后, 加入新鲜培养基过夜培养12 h; 4 °C恒温

操作条件下将Matrigel用无血清DMEM培养基(使用

前用NaHCO3调至pH7.2)稀释100倍, 取100 μL Matri-
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gel稀释液均匀平铺培养室, 于培养箱中静置1 h后, 
用PBS缓冲液冲洗1次, 再用新鲜培养基冲洗小室后

均匀接种200 μL细胞悬液(103/mL), 盖上盖玻片, 放
入培养箱, 待细胞贴壁后, 加入新鲜培养基过夜培

养。对照组不加入任何基质。

1.2.5   图像采集      利用尼康倒置显微镜NIS系统采

集图像。250 mV/mm直流电场中, 10倍物镜下每间

隔5 min采集细胞图像, 持续拍摄2 h以上。

1.2.6   数据处理      随机选择运动细胞, 使用ImageJ
软件跟踪细胞迁移轨迹, 选择细胞的标准为: (1)细
胞在拍摄过程中一直存活; (2)细胞迁移轨迹没有离

开视野; (3)细胞迁移过程中未接触其他细胞; (4)细
胞在拍摄过程中没有分裂。

本实验用下列3种参数来表示细胞的迁移情况[15]:  
(1)方向特性=∑cosθ/n, 其中cosθ是指细胞位移

的直线与水平方向夹角的余弦值, 当细胞迁移方向

与电场方向平行时cosθ=1或–1, 当细胞迁移方向与

电场方向垂直时cosθ=0; (2)迁移速率=细胞迁移的总

路程/时间; (3)方向持续性=细胞位移路程/细胞轨迹

路程, 持续性数值越接近1, 说明细胞在位移方向上

的持续运动越强。

应用ImageJ软件追踪细胞迁移轨迹, 计算分析

细胞的迁移速率、趋电性、运动方向持续性等参数。

使用SPSS 22.0软件对细胞迁移速度、趋电性和运

动方向持续性进行统计分析。

2   结果
2.1   黑色素瘤细胞的贴壁状态及趋电性

将细胞悬液分别缓慢置于未经处理的皿底、

经Matrigel表面处理及经过FNC表面处理的培养室

(Boyden Chamber), 于培养箱静置直至细胞贴壁。细

胞在培养皿中贴壁时间约为5~6 h, 在Matrigel上贴

壁时间约为3~4 h, 在FNC上的贴壁时间为2~3 h。细

胞在Matrigel及FNC上伪足铺展状态明显好于光滑

皿底。为保证实验时细胞状态良好, 将接种上细胞

的培养皿在培养箱中过夜处理。

实验前吸去旧培养液, 加入新鲜并预热至37 °C
的CO2非依赖性培养基(pH7.2), 加盖玻片, 置于倒置

显微镜上, 分别在培养小室两侧施加250 mV/mm微

直流电场, 通过显微镜记录细胞2 h的迁移轨迹, 分
析结果表明, 细胞在电场中均表现出向阴极迁移的

趋势(图1和图2)。
2.2   微直流电场作用下细胞在两种基质上迁移的

方向性

随机选择迁移细胞, 应用ImageJ软件分析, 定量

分析细胞在平滑基底及Matrigel和FNC两种不同细胞

外基质上迁移的特性。统计结果显示, 在250 mV/mm
微直流电场作用下, 细胞在平滑基底、Matrigel和
FNC两种基质上迁移的方向性指标基本一致(图3), 
结果无显著差异。无细胞外基质处理的对照组细胞

迁移的方向性参数为0.947±0.018; 细胞在由Matrigel

A、B: 细胞在平滑基底上0 h和2 h的瞬时位置图; C、D: 细胞在Matrigel上0 h和2 h的瞬时位置图; E、F: 细胞在FNC上0 h和2 h的瞬时位置图。

A,B: the instantaneous location map of cells on smooth base; C,D: the instantaneous location map of cells on Matrigel; E,F: the instantaneous location 
map of cells on FNC.

图1   250 mV/mm电场作用下细胞在不同基质表面的迁移

Fig.1    Cells migration on different matrixes in the EF (250 mV/mm)
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处理表面的迁移方向性为0.941±0.028, 细胞在由

FNC处理表面上迁移的方向性为0.967±0.013。单因

素方差分析显示, 差异均不显著(P>0.05)。
2.3   细胞的迁移速率 

微直流电场作用下, 细胞在平滑基底、Matrigel
及FNC处理表面上的迁移速率表现有所不同(图
4), 细胞在培养皿表面迁移最慢, 在Matrigel上次

之, 在FNC上最快。其中在对照表面, 细胞迁移

速率为0.275±0.238 μm/min; 在Matrigel上迁移速

率 为0.403±0.264 μm/min; 在FNC上 迁 移 速 率 为

0.583±0.247 μm/min。单因素方差分析显示, 细胞在

Matrigel表面上的迁移速率与平皿底面相比, 差异较

显著(P<0.01); 细胞在FNC处理的表面上迁移速率

与平皿底面相比, 差异极显著(P<0.001); 细胞在Ma-
trigel处理表面上的迁移速率与在FNC处理的表面上

的迁移速率相比, 差异较显著(P<0.01)。

2.4   细胞在运动方向上的持续性

细胞在三种基底上运动方向的持续性如图

5所示, 细胞在平滑基底上运动方向持续性值为

0.832±0.075, 细胞在Matrigel上运动方向持续性

值为0.783±0.083, 在FNC上迁移方向持续性值为

μm
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A: 细胞在平滑基底上的迁移轨迹; B: 细胞在Matrigel上的迁移轨迹; C: 细胞在FNC上的迁移轨迹。

A: the migration trajectory of cells on smooth base; B: the migration trajectory of cells on Matrigel; C: the migration trajectory of cells on FNC.
图2   250 mV/mm电场作用下细胞在不同基质上的迁移轨迹

Fig.2   The migration trajectory of cells on different matrixes in the EF (250 mV/mm)
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图3   250 mV/mm电场作用下细胞在不同基质上的
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Fig.3   The directedness of cell migration on different 
matrixes in the EF (250 mV/mm)
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图4   250 mV/mm电场作用下细胞在不同基质上的

迁移速率

Fig.4   The cell migration speed on different matrixes in 
the EF (250 mV/mm)
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图5   在250 mV/mm电场作用下细胞在不同基质上的

迁移方向持续性

Fig.5   The persistence of cell migration on different 
matrixes in the EF (250 mV/mm)
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0.739±0.087。细胞迁移方向持续性表现为在培养皿

表面最好, Matrigel次之, FNC上最差。统计分析显

示, 在Matrigel与FNC的基质表面上细胞迁移方向持

续性与对照组比较均有显著差异(P<0.05); 细胞在

Matrigel上与FNC上迁移方向持续性相比差异也显

著(P<0.05)。
2.5   电场强度对细胞迁移的影响

为进一步了解电场强度对细胞在不同基质迁移

的影响, 我们比较了细胞在150 mV/mm、250 mV/mm
及350 mV/mm三种电场强度下的迁移。结果表明, 
细胞在几种基质上迁移的方向性、迁移速度及在迁

移方向持续性均随电场强度的增大而增加(图6)。

3   讨论
在无电场的情况下, 小鼠黑色素瘤细胞迁移极

缓慢, 且无明显方向性。在微直流电场作用下, 黑色

素瘤细胞在培养皿表面、Matrigel及FNC表面均表

现出明显的趋电性。通过对比细胞在150 mV/mm、

250 mV/mm及350 mV/mm电场强度下的迁移, 我们

发现, 细胞在几种基质表面的迁移方向性、迁移速

度及迁移方向的持续性上均随电场强度增加而增

强。该现象表明, 在一定的电场强度下, 细胞迁移方

向会受到电场信号的指导, 且趋电性与电压强度呈

正相关。该结果与Guo等[12]应用人表皮成纤维细胞

进行趋电性的研究结果一致。

本研究结果显示, 在不同的基质表面, 细胞的

趋电反应的方向性无显著差异。导致该现象的原因

可能是在一定的电场强度下, 细胞对方向性的响应

在一定范围内只与方向性信号的强弱有关, 与细胞

所附着的基质性质无显著关系。我们的研究表明,
在不同基质上, 细胞迁移的速率及其在电场方向上

迁移的持续性有显著差异。在本实验中所使用的培

养皿表面为共价结合水凝胶层, 具有亲水性和电荷

中性; Matrigel主要成分是层黏连蛋白、IV型胶原、

巢蛋白、硫酸肝素糖蛋白, 还包含生长因子和基质

金属蛋白酶等。Matrigel在室温条件下聚合形成具

有生物学活性的三维基质, 模拟体内细胞基底膜的

结构、组成、物理特性和功能, 其稀释3倍以上时在

支撑物表面仅形成一层蛋白质的薄层[27]。FNC主要

成分是纤连蛋白、胶原蛋白和牛血清蛋白(bovine 
serum albumin, BSA)[28], 基底的形状与细胞外基质

类似, 产生较平滑的表面[29]。McKee等[30]研究人大

动脉和脐动脉内皮细胞对仿生基膜的反应时也观察

到细胞在仿生基膜上的迁移速度明显要比平滑基底

快。细胞外基质的物理化学性质包括形态都会影响

细胞的迁移, 此外，硬度也是影响细胞迁移的重要

因素[31]。本研究所用三种表面的化学组成成分及物

理性质有较大差异, 可能导致细胞表面的蛋白分子

与基质表面成分的结合程度有差异。同时, 各基质

表面形态有所差异, 也是影响细胞迁移速度及迁移

方向的持续性的可能因素。

通过对黑色素瘤细胞在不同基质上趋电性的实

验发现, 细胞在不同基质表面的趋电性无显著差异, 
但其迁移速度及迁移方向的持续性有显著差异。这

表明, 细胞外基质的物理化学性质对指引细胞发生定

向迁移的方向性信号无影响, 但是对细胞迁移速度及

细胞在电信号作用下迁移的持续性会产生影响。

细胞的趋电性研究发现, 电场信号在伤口愈合过
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图6   细胞在不同大小电场中的迁移的参数情况

Fig.6    Cell migration in different EFs
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程中是指导细胞向伤口中心迁移从而实现伤口愈合

的优先信号[32]。微直流电场可作为潜在的用于促进

伤口治疗的有效方式。本研究为利用各类基质与微

直流电场共同作用促进伤口修复提供了科学参考。
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