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外源微直流电场对肺腺癌细胞Calu-3迁移的影响
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3美国加州大学戴维斯分校医学院, 加州 95616, 美国)

摘要      该文通过Time-lapse技术, 以无电场作用的人肺腺癌细胞Calu-3细胞为对照组, 以分

别暴露于电场强度为2 V/cm、4 V/cm和6 V/cm的Calu-3细胞为实验组, 研究了外源微直流电场对

Calu-3迁移的影响。结果表明, Calu-3细胞可通过单细胞和群体细胞两种形式迁移, 直流电场对这

两种迁移形式具有显著的影响: 无电场作用时, 单细胞和群体性的Calu-3随机迁移; 加入直流电场后, 
单细胞和群体性的Calu-3朝向负极定向迁移, 迁移方向性指数、迁移方向持续性指数、轨迹速度、

位移速度显著高于无电场作用的对照组。电场强度为4 V/cm时, 单细胞和群体性的Calu-3趋电性最

明显, 迁移方向最恒定。相同强度的电场作用下, Calu-3群体细胞迁移的方向性指数和方向持续性

均高于单细胞迁移, 但单细胞迁移的轨迹速度和位移速度快于群体细胞迁移。
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Abstract       We analyzed the effect of direct current electric fields (dc EFs) on lung adenocarcinoma cells 
Calu-3 through Time-lapse microscopy. The cells without electric field were taken as the control group. The cells of 
experimental group were exposed to dc EFs with intensity of 2 V/cm, 4 V/cm and 6 V/cm, respectively. The cells 
of Calu-3 migrated through two way, including isolated cells and clustered cells. Our data showed that dc EFs had 
important effect on the migrations of Calu-3. Both isolated cells and clustered cells of Calu-3 moved randomly in 
the absence of an EF. In the presence of dc EFs with different strengths, both the two type cells migrated toward the 
cathode electrode of electric field. The parameters of migration ability, including directedness index, persistence 
index, track speed and displacement speed had significant differences between control and experimental groups. 
Generally, the dc EFs mad Calu-3 cells possess more obvious directional ability and faster speed. Both isolated 
and clustered cells achieved maximal electrotaxis in 4 V/cm EFs. The clustered cells of Calu-3 exhibited greater 
sensitivity to dc EFs but ran more slowly than the isolated cells under EFs with same strength.
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转移是导致癌症低存活率及各种诊疗技术失

效的首要原因[1], 而肿瘤细胞的迁移能力则是肿瘤

转移最关键的影响因素[2-5]。肿瘤细胞的定向迁移

是肿瘤从原发病灶转移至远端组织和器官的主要途

径。引导细胞定向迁移的导航信息繁多而复杂, 如
化学因素[6]、物理因素(如机械力)[7]、生物因素(如生

物电场)[8]和药物制剂[9]等。自18世纪发现广泛存在

于生物体内的内源性电场以后, 许多在体或离体实

验结果表明, 电信号在细胞迁移中具有指导作用, 多
种细胞具有明显的趋电性(electrotaxis/galvanotaxis), 
即电场作用下, 细胞趋向电场负极或正极迁移, 且在

多种导航信号共同存在的情况下, 电信号对细胞迁

移的指导作用优于其他信号[10]。

有关肺癌、乳腺癌、前列腺癌、宫颈癌、口腔

鳞状细胞癌等研究结果均提示了电信号在指导肿瘤

细胞定向迁移中的重要作用[7-9,11]。首先, 正常组织及

病变部位之间存在电势差, 这种电压梯度可能指导肿

瘤细胞定向转移; 第二, 通过模拟内源生物电场的离

体实验证明, 多种肿瘤细胞(如肺癌、乳腺癌、前列腺

癌、宫颈癌、口腔鳞状细胞癌)等具有趋电性, 且不同

类型及转移能力不同的肿瘤细胞具有截然不同的趋

电反应; 第三, 肿瘤细胞趋电迁移过程中, 生物电信号

可调控多条与细胞定向迁移能力密切相关的信号通

路[12-13]; 第四, 在肺癌细胞中, 电信号指导细胞的运动

器官—伪足集中朝向电场负极分布, 促使肺癌细胞

相应的趋向电场负极迁移[14]。然而, 目前国内外对微

小直流电场影响肿瘤细胞迁移机制研究的深入程度

与其重要的生理意义不成正比, 尤其是在国内, 相关

的研究较为缺乏, 目前仅见闫晓龙等[15-18]研究了微直

流电场对肺癌细胞A549单细胞迁移、凋亡及细胞周

期的影响。

肿瘤细胞可通过单细胞迁移[14]、细胞流[19]、膨

胀性生长[20]等多种方式迁移, 不同的迁移方式在肿瘤

转移中的作用可能也各不相同。目前, 绝大多数研究

集中于探讨单细胞迁移在肿瘤转移过程的作用及机

制。因此, 为了全面揭示肿瘤细胞转移的机制, 亟需

对肿瘤转移过程中出现的其他迁移方式进行深入研

究。群体迁移是生物体内一种复杂而广泛存在的细

胞运动方式[21-22], 在胚胎神经胚层发育[23]、乳腺腺体

及管道发育[24]、血管内皮发育[25]等很多正常生理活

动过程中, 细胞群体迁移的频率仅次于单细胞迁移。

而在小叶乳腺癌、上皮性前列腺癌、大细胞肺癌等

多种高转移度的癌症中鲜见单细胞迁移, 群体迁移才

是肿瘤细胞实现淋巴转移及血行转移最主要的途径, 
且肿瘤转移的活跃度与肿瘤细胞群体转移直接相关, 
其转移效率高于单细胞转移[26-28]。

目前, 肺癌是全球发病率上升最快、致死率最

高的肿瘤, 中国的肺癌发生率居世界首位, 其中非小

细胞肺癌发病率最高, 而非小细胞肺癌中又以肺腺

癌的发病率为最高[29]。肺腺癌细胞Calu-3同时具有

单细胞和群体细胞两种迁移方式, 因此, 本研究以

Calu-3作为研究对象。生物体内产生的内源性电场

是稳定的直流电。然而, 由于一些客观条件的限制, 
通过在体实验研究细胞趋电性难度较大。随着实验

技术的发展, 通过特定装置施加外源性电场可高度

模拟和还原活体条件下的内源性生理电场。其中, 
较为成熟的加电装置是细胞趋电性小室[30]。因此, 
本实验通过细胞趋电性小室向Calu-3细胞施加外源

性微直流电场, 并量化对比分析电场对Calu-3细胞

不同迁移方式的影响, 以期为电诊疗技术在肿瘤治

疗中的应用提供一定的参考。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人肺腺癌细胞株Calu-3购自中国科学

院上海细胞库。

1.1.2   主要试剂      MEM培养基、0.25%胰蛋白酶

消化液、胎牛血清FBS、 双抗、CO2非依赖型培养基、 
FNC coating mix均购自于Gibco公司; PBS缓冲液、

高真空密封脂购自Corning公司。

1.1.3   主要仪器      主要仪器有: 超净工作台(苏州

安泰空气技术有限公司)、5418离心机(Eppendorf
公司)、恒温培养箱(Thermo Scientific公司)、培养

皿(Coning公司)、 GD100水浴锅(英国Grant公司)、 
Nikon倒置显微镜(Nikon Eclipse Ti-E)以及BG-Power 
300电泳仪电源(北京百晶生物科技有限公司)。
1.2   方法

1.2.1   人肺腺癌细胞Calu-3的培养及处理      Calu-3
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的培养过程: 将保存于–80 °C超低温冰箱中的Calu-3
细胞取出, 置于37 °C的水浴锅中快速融解复苏, 并
将细胞液均匀地散布在装有4 mL MEM培养基的培

养皿(60 mm)中, 置于37 °C、含5% CO2的恒温培养

箱中培养。待细胞贴壁后将培养皿中的培养基弃去, 
加入新鲜培养基, 放回恒温培养箱中继续培养。每

隔2 d更换一次培养基, 待细胞生长到对数期时即可

传代培养。两代之后细胞状态良好时即可用于实验。

1.2.2   细胞趋电性实验装置      细胞趋电性小室制

作参照Zhao等[31]的方法, 趋电性实验装置基本结构

如图1所示。在直径为100 mm的培养皿底部中央, 
制作长为22 mm、宽为10 mm的长方形小室。将

盖玻片(长22 mm、宽10 mm、厚0.13 mm)一分为

二, 使用高真空密封脂将盖玻片固定于小室长边

两侧。将实验细胞种于两端开放的培养室(Boyden 
chamber), 待实验前将小室用完整盖玻片覆盖小室

上方。随后, 使用高真空密封脂加盖于小室宽边两

端, 以防加入的培养基漫过, 从而形成两端连通培养

室的液体池。在一对U形玻璃管中灌以含有1.5%的

Steinberg凝胶, 待凝固后作为导电盐桥, 一端侵入含

有Steinberg溶液的烧杯中, 另一端接触培养皿中的培

养基。通过Ag/AgCl电极将烧杯内的电解液与直流

电源相通, 形成完整回路。使用万用表每间隔20 min
实时监测小室两端电压一次。

1.2.3   细胞迁移实验      当Calu-3细胞生长至对数期, 
密度达到80%左右时, 吸去原有的培养基, 用PBS缓
冲液2 mL清洗2次后加入2 mL胰蛋白酶消化液, 置于

37 °C、含5% CO2的培养箱中消化5~6 min后取出, 吸
净胰蛋白酶消化液加入新鲜培养基, 吹打至细胞悬

浮。将细胞悬液转移至1.5 mL离心管中, 1 000 r/min
离心3 min, 弃去上清液, 加入新鲜培养基, 反复吹打

使细胞悬浮, 取少量悬浮细胞液置于培养皿或离心

管中, 加入新鲜培养基调整其密度至5×104/cm2。取

200 μL细胞悬液接种于趋电小室中过夜培养, 待用。

进行细胞迁移实验时, 将趋电小室中的MEM培养

基更换为CO2非依赖型培养基。实验过程中, 以无电场

作用的Calu-3细胞为对照组(即电场强度为0 V/cm), 以
接受强度为2 V/cm、4 V/cm和6 V/cm直流电场作用

的Calu-3细胞为实验组, 各组细胞在Nikon倒置显微

镜(Nikon Eclipse Ti-E)下持续观察3 h。
1.2.4   图像采集      实验过程中, 使用Nikon倒置显

微镜NIS系统采集图像。图像采集模式为相衬(Phase 
contrast), 10倍物镜下连续拍摄3 h, 每间隔5 min采集

一帧细胞迁移图像, 共采集37张图片。

1.2.5   图像分析      使用 Image J 1.48(National 
Institute of Health, NIH)软件中的M track J插件跟踪

并数字化细胞的迁移轨迹。根据该数字化信息, 使
用Chemotaxis Tool插件获取Avi格式的细胞迁移轨迹

视频、Tiff格式的细胞运动轨迹图片及细胞空间位

移距离Excel表, 根据此表计算细胞轨迹速度、细胞

位移速度、运动方向持续性及方向性指数4个参数

用以量化Calu-3细胞的迁移能力。4个参数的具体计

算公式如下: 轨迹速度(track speed, TS)=细胞轨迹路

程/总时间, 位移速度(displacement speed, DS)=位移

路程/总时间, 方向持续性(persistence index, PI)=细
胞位移路程/细胞轨迹路程, 方向性指数(directedness 
index, DI)=∑cosθ/n。其中, cosθ值是细胞位移的直

线方向与水平电场方向夹角的余弦值, 当cosθ=0表

图1   加电装置示意图

Fig.1   The sketch map of the EF application

DC power
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Conducting
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Electrode
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buffer

MicroscopeCell
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示细胞迁移方向垂直于电场方向, cosθ值=1或–1时
表示细胞迁移方向平行于水平方向或电场方向。

为了确定细胞迁移方向与电场方向之间的关

系, 分析中以细胞迁移起点和终点的相对位置来确

定细胞迁移的方向: 若细胞迁移的终点相对于起点

更靠近电场正极, 则定义为该细胞朝向电场正极迁

移; 反之, 若细胞迁移的终点相对于起点更靠近电场

负极, 则定义为该细胞朝向电场负极迁移。基于该

标准, 计算不同电场强度下Calu-3单细胞或群体细

胞朝向电场负极运动的比例。

1.2.6   统计分析      为确保实验的可重复性, 每种条

件的实验进行3次平行实验, 每次实验至少采集5个
视野的图像。使用SPSS 22.0软件(IBM)计算细胞迁

移的4个参数的平均值, 并以mean±S.E.M.表示。通

过单因素方差分析检验电场对Calu-3单细胞迁移及

群体细胞迁移的影响; 通过独立样本t检验分析同一

电场强度下Calu-3单细胞迁移及群体细胞迁移之间

的差异。P<0.05、P<0.01、P<0.001分别表示统计

学显著性水平、较显著水平和极显著水平。

2   结果
实验中观察到, Calu-3可通过单细胞或多个细

胞聚集在一起形成的群体细胞进行迁移。群体迁移

过程中, Calu-3细胞数量介于2~54个之间(图2)。

2.1   Calu-3单细胞具有趋电性

无电场作用时, Calu-3的单细胞随机迁移, 无
明显的趋向性(DI=–0.03±0.08)。施加外源电场后, 
Calu-3的单细胞表现出趋电性, 即从随机迁移逐渐

变为朝向电场负极迁移(图3A~图3D)。
单因素方差分析结果亦显示, 施加电场前后, 

Calu-3单细胞的趋电性指数具有明显差异。具体为: 
电场强度为2 V/cm时, 53.85%的细胞朝向电场负极

运动, 但趋电性指数(DI=0.10±0.10)与对照组之间无

显著差异(P=0.19)(表1和图4A)。当电场强度增加至

4 V/cm时, 朝向电场负极迁移的细胞增加至77.47%, 
趋电性最为明显(DI=0.50±0.08), 且显著高于对照

组(P<0.001)。当电压增加至6 V/cm后, 65.28%的细

胞趋向电场负极迁移, 趋电性(DI=0.20±0.09)与电

场强度为4 V/cm相比呈不显著性减弱(P=0.08), 但
其朝向电场负极运动的趋势仍然显著高于对照组

(P<0.05)。与之相应, 电场对Calu-3单细胞迁移方向

的影响呈现出相同的趋势(图3A~图3D、图4A): 无电

场作用时, Calu-3细胞频繁改变迁移方向, 故对照组

单细胞迁移的迁移方向一致性最低(PI=0.64±0.03)。
施加电场后, Calu-3单细胞的迁移方向逐渐稳定, 而
在强度为4 V/cm电场作用下, Calu-3单细胞迁移的

方向持续性最稳定(2 V/cm: PI=0.69±0.03; 4 V/cm: 
PI=0.72±0.02; 6 V/cm: PI=0.65±0.03), 其迁移方向的稳

A~D: Calu-3在电场强度为0 V/cm时0~3 h的瞬时位置图; E~H: Calu-3在电场强度为4 V/cm时0~3 h的瞬时位置图(图中白色箭头标识电场方向为

左正右负)。蓝色三角形指示Calu-3单细胞, 蓝色箭头指示Calu-3群体细胞。

A-D and E-H are Calu-3 in absence and 4 V/cm dc EFs at time 0 h, 1 h, 2 h and 3 h, respectively. White arrows represent the orientation of dc EFs. In 
all cases, the anode is in the left, and cathode is in the right. Triangles and blue arrows indicate the isolated cells and clustered cells, respectively.

图2   Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移示意图

Fig.2    The schematics of the isolated migration and clustered migration of Calu-3
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定性显著高于对照组(2 V/cm vs 0 V/cm, P=0.17; 4 V/cm 
vs 0 V/cm, P=0.03; 6 V/cm vs 0 V/cm, P=0.48)。

单因素方差分析结果显示, 电场可显著加快

Calu-3单细胞的迁移速度(图4B)。因此, 与对照组

相比, 各实验组细胞的迁移范围扩大。同时, Calu-3
单细胞的迁移路径逐渐从多次转弯变为直接朝向负

极运动(图3A~图3D)。受到2 V/cm、4 V/cm及6 V/cm
的电场作用后, 各实验组的Calu-3单细胞的轨迹速

度及位移速度均显著加快。电压强度为2 V/cm时, 
Calu-3单细胞具有最快的轨迹速度(0 V/cm vs 2 V/cm: 
0.08±0.01 μm/min vs 0.24±0.02 μm/min, P<0.001)
和位移速度(0 V/cm vs 2 V/cm: 0.05±0.01 μm/min vs 
0.17±0.01 μm/min, P<0.001)。而当电压增强至4 V/cm

和6 V/cm时, Calu-3单细胞迁移的轨迹速度(4 V/cm: 
0.20±0.02 μm/min; 6 V/cm: 0.20±0.01 μm/min)和位移速

度(4 V/cm: 0.16±0.02 μm/min; 6 V/cm: 0.13±0.01 μm/min)
较之电压为2 V/cm时虽略有下降(图4B), 但仍显著快

于对照组(0 V/cm vs 4 V/cm: P<0.001; 0 V/cm vs 6 V/cm: 
P<0.001)。
2.2   Calu-3群体细胞具有趋电性

Calu-3群体迁移对电场的反应与Calu-3单细胞

一致: 无电场作用时, Calu-3群体细胞随机迁移; 施
加电场后, Calu-3群体细胞逐渐转变为朝向电场负

极定向迁移(图3E~图3H)。单因素方差分析结果显

示: 外源电场作用下, Calu-3群体细胞的趋电性指数

明显高于无电场作用时的对照组(图5A)。电场强度

表1   不同电场强度下Calu-3单细胞迁移与群体细胞迁移的趋向性比较

Table 1   The comparisons on directional ability of isolated and clustered Calu-3 cells

电场强度(V/cm)
EF strange (V/cm)

单细胞

 Isolated cell 
群体细胞

 Clustered cell 

样本量

Sample size
趋向负极细胞比例(%)
The ratio of cells to the cathode (%)

样本量

Sample size
趋向负极细胞比例(%)
The ratio of cells to the cathode (%)

0 64 53.13 66 55.00

2 65 53.85 60 61.67

4 71 77.47 63 93.65

6 72 65.28 63 68.25
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A~D: Calu-3在电场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中单细胞迁移的迁移轨迹; E~H: Calu-3在电场强度分别

为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中群体性迁移的迁移轨迹。箭头标识电场方向, 左侧为阳极, 右侧为阴极。

A-D and E-H are migration trajectories of isolated and clustered Calu-3 cells in 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm and 6 V/cm dc EFs at time, respectively. Black 
arrows represent the orientation of dc EFs. In all cases, the anode is in the left, and cathode is in the right. 

图3   Calu-3单细胞迁移及群体细胞迁移的轨迹

Fig.3   The migration trajectory of isolated cells and clustered cells of Calu-3
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为2 V/cm时, 趋电性指数高于对照组但无显著差异

(2 V/cm vs 0 V/cm: 0.21±0.08 vs 0.03±0.09, P=0.11), 
其中, 61.67%的群体细胞朝向电场负极迁移(表1)。
电场强度达到4 V/cm时, 趋电性最强(DI=0.84±0.05)
且显著高于对照组(P<0.001), 趋向电场负极迁移的

细胞增加至93.65%。当电压强度增至6 V/cm时, 趋
电性较4 V/cm有所下降(DI=0.30±0.09), 但显著高于

对照组(P<0.05), 其中, 朝向电场负极迁移的细胞数

量减少至68.25%。Calu-3群体细胞迁移的方向持续

性也出现同样变化, 无电场作用下Calu-3群体细胞迁

移方向稳定性差(PI=0.76±0.02), 细胞群频繁变化迁

移方向。施加电场后, 实验组Calu-3群体细胞迁移

方向持续性明显高于对照组(2 V/cm: PI=0.84±0.02, 
P=0.001; 4 V/cm: PI=0.92±0.01, P<0.001; 6 V/cm: 
PI=0.86±0.01, P<0.001), 其中, 以电压强度为4 V/cm
时, Calu-3群体细胞方向持续性最为稳定(图5A)。

与Calu-3单细胞迁移相比, Calu-3群体细胞迁

移轨迹较为平直, 转弯次数较少(图3E~图3H)。依

单因素方差分析可知, 与Calu-3单细胞迁移速度变

化趋势一致, 施加外源电场可显著加快Calu-3群

A: 在电场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3单细胞迁移的方向性指数及方向持续性指数的比较; 
B: 在电场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3单细胞迁移的轨迹速度及位移速度的比较。*P<0.05, 
***P<0.001, 各实验组(加电)与对照组(不加电)相比较。

A: the comparisons on directedness index and persistence index of isolated Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm; B: 
the comparisons on track speed  and displacement speed of isolated Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm. *P<0.05, 
***P<0.001 compared with control group (0 V/cm).

图4   不同电压强度下Calu-3单细胞迁移特征的比较

Fig.4   The comparisons on migration ability of isolated Calu-3 cells under different electrical strength
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A: 在电场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3群体细胞迁移的方向性指数及方向持续性指数的比较; 
B: 在电场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3群体细胞迁移的轨迹速度及位移速度的比较。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, 各实验组(加电)与对照组(不加电)相比较。

A: the comparisons on directedness index and persistence index of clustered Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm; B: the 
comparisons on track speed and displacement speed of clustered Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm. *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001 compared with control group (0 V/cm).

图5   不同电压强度下Calu-3群体细胞迁移特征的比较

Fig.5   The comparisons on migration ability of clustered Calu-3 cells under different electrical strength
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体细胞的迁移速度(图5B)。无电场作用时, Calu-3
群体细胞的迁移速度最慢(TS=0.08±0.01 μm/min, 
DS=0 .06±0.01 μm/min)。当电场强度为2 V/cm
时, Calu-3群体细胞迁移速度逐渐开始增加, 且
显著快于对照组(TS=0.16±0.01 μm/min, P<0.001; 
DS=0.13±0.01 μm/min, P<0.001)。电场强度增强至

4 V/cm时, Calu-3群体细胞的迁移速度较之2 V/cm
时无显著变化(TS=0.15±0.01 μm/min, P=0.55; DS= 
0.14±0.01 μm/min, P=0.66), 但显著快于对照组。当

电压增至6 V/cm时, Calu-3群体细胞的迁移速度达到

最大值(TS=0.16±0.01 μm/min, DS=0.14±0.01 μm/min)。
2.3   Calu-3细胞做群体迁移时趋电性强但迁移速

度慢

虽然Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移过程中

响应电场的趋势类似, 但二者的具体迁移特征存在

差别。关于二者趋电能力的独立样本t检验结果显

示: 无论有无电场作用, Calu-3群体迁移时的趋向性

均比单细胞迁移时明显, 其中, 电压强度为4 V/cm
时, 二者趋电性的差异达到极显著水平(P<0.01, 图
6A)。同时, Calu-3群体细胞迁移过程中方向持续性指

数均显著高于单细胞迁移(2 V/cm: P<0.001; 4 V/cm: 
P<0.001; 6 V/cm: P<0.001), 表明Calu-3群体迁移比

单细胞迁移具有更加恒定的迁移方向(图6B)。
针对Calu-3单细胞迁移和群体迁移速度的独立

样本t检验结果表明, Calu-3群体细胞迁移时速度较

慢, 具体如下。Calu-3的单细胞和群体细胞在无电场

作用时, 轨迹速度和位移速度均无显著差异。施加电

场后, 除6 V/cm电场作用时, Calu-3群体细胞位移速

度略快于单细胞之外, 其余强度电场作用时, Calu-3
群体细胞的轨迹速度及位移速度均慢于单细胞迁移

的Calu-3, 其中, 二者的轨迹速度差异均为显著(图7, 
2 V/cm: P=0.01; 4 V/cm: P=0.03; 6 V/cm: P=0.001)。

3   讨论
3.1   电场影响了Calu-3的迁移能力

在肿瘤细胞中开展的研究仅见于肺癌、乳腺癌、

前列腺癌、宫颈癌、口腔鳞状细胞癌中, 且均只关注

了电场对单细胞迁移的影响, 本文为电场对肿瘤细胞

迁移的影响提供了重要补充。

在本研究中, Calu-3细胞在单细胞迁移及群体

细胞迁移过程中, 电场均会使其从无明确迁移方向

的随机迁移改变为朝向电场负极定向迁移, 在加快

细胞迁移速度的同时促使细胞保持稳定的迁移方

向。上述结果表明, 首先, 电场显著影响了Calu-3细
胞的迁移能力, Calu-3的趋电迁移异于无导航信号

作用时的随机迁移模式, 暗示了当正常组织与癌变

组织之间的电势差、肿瘤微环境内生物电场发生异

变时, 可能会导致肿瘤细胞的定向转移。其次, 此前

的研究结果均只证实了电场影响了肿瘤细胞的单细

胞迁移, 我们的研究则证实了电场亦可作用于肿瘤

A: 在电场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移的方向性指数的比较; B: 在电

场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移方向持续性指数的比较。**P<0.01, 
***P<0.001。
A: the comparisons on directedness index between isolated and clustered Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm; 
B: the comparisons on persistence index between isolated and clustered Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm. 
**P<0.01, ***P<0.001.

图6   不同电压强度下Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移方向性指数和方向持续性的比较

Fig.6  The comparisons on directedness index and persistence index between isolated and clustered 
Calu-3 cells under different electrical strength
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细胞的群体迁移。单细胞迁移和群体细胞迁移是肿

瘤细胞迁移主要的途径, 而电场对这两种迁移方式

均有影响, 暗示了电信号在肿瘤细胞转移调控中可

能具有重要作用。同时, 肺腺癌细胞中, 除了本研究

中的Calu-3细胞具有趋电性之外, 目前的研究显示, 
A549和CL1-5[32]两种肺腺癌亦具有趋电性。这些肺

腺癌细胞虽然来源、遗传学背景、转移潜能均不相

同, 但都可响应电信号作定向迁移, 说明趋电性是肺

腺癌细胞普遍具有的生理特性。

针对电场对A549、CL1-0、CL1-5单细胞迁移

影响的研究结果表明, 肺腺癌细胞对电场响应与其

转移潜能相关[32]。例如, 高转移潜能的CL1-5朝向电

场阳极迁移, 而中转移潜能的A549则朝向电场负极

迁移, 低转移潜能的CL1-0则对电场无明显响应。虽

然A549和CL1-5均具有趋电性, 但是可能由于其转

移潜能和遗传背景不同, 因此, 具体参与其趋电反应

的信号通路、离子通道可能各不相同, 最终导致其

具有不同的趋电反应。本研究所用的Calu-3其转移

潜能介于低到中度之间, 故其在电场中的迁移方向

与中转移潜能的A549相同, 均朝向电场负极迁移。

肺腺癌细胞在电场中的迁移速度亦与其转移潜能

相关, 转移潜能越高, 则迁移速度越快。与CL1-5及
A549相比, Calu-3单细胞在电场中的迁移速度较慢, 
这可能是由于Calu-3的转移潜能低于上述两种肺腺

癌细胞。此外, 虽然这4种细胞均属于肺腺癌细胞, 
但其遗传背景不同、不同的实验中种植细胞的基底

及硬度不同等因素均可影响细胞迁移速度。

虽然电场可引导更多的Calu-3单细胞和群体细

胞以更快的速度、更稳定的方向持续性朝向电场负

极定向迁移, 但Calu-3的单细胞和群体细胞在趋电

迁移过程中, 其迁移能力并未表现出明显的电场强

度依赖性。Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移的趋

电性指数、迁移方向持续性指数、朝向负极运动细

胞占比3个参数在电场强度从2 V/cm增强至4 V/cm时

达到最大值, 当电场强度增至6 V/cm时则开始下降; 
迁移速度则在电场强度为2 V/cm时最快, 当电场强

度增至4 V/cm和6 V/cm时速度减慢。我们推测, 该
现象的成因是一定强度范围内的电场可影响细胞内

部与趋电性相关信号通路及蛋白, 促使Calu-3趋电

能力增强。但电场强度增加至一定程度后, 超出了

Calu-3细胞对电场的生理承受阈值, 破坏了相关的

信号通路, 最终导致细胞趋电能力减弱。

3.2   Calu-3细胞群体迁移并非单细胞迁移的简单

聚合

目前, 对单细胞和群体细胞趋电性迁移的研究

仅在两种正常体细胞—乳腺上皮细胞[33]和犬肾细

胞[34]中开展。这些研究结果显示: 相比单细胞迁移, 
群体细胞迁移对电场方向敏感度更高。即便无电场

作用时, 群体细胞亦表现出定向迁移的趋势。相应

地, 群体细胞的迁移方向稳定性更高, 这样有利于群

体细胞持续朝向特定的电场方向迁移。另一方面, 
由于群体细胞迁移方向较为恒定, 故其需要调整迁

A: 在电场强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移的轨迹速度的比较; B: 在电场

强度分别为0 V/cm、2 V/cm、4 V/cm、6 V/cm外源性微直流电场中Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移的位移速度的比较。*P<0.05, **P<0.01。
A: the comparisons on track speed between isolated and clustered Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm; B: the 
comparisons on displacement speed between isolated and clustered Calu-3 cells under dc EFs with strength 0 V/cm, 2 V/cm, 4 V/cm, 6 V/cm. *P<0.05, 
**P<0.01.

图7   不同电压强度下Calu-3单细胞迁移和群体细胞迁移速度的比较

Fig.7   The comparisons on track speed and displacement speed between isolated and clustered 
Calu-3 cells under different electrical strength
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移方向时, 调整速度较慢, 耗时较长, 从而群体细胞

的迁移速度低于单细胞。虽然肿瘤细胞的生理特征

区别于正常体细胞, 但我们的研究结果证实了肺腺

癌细胞Calu-3两种不同形式趋电迁移之间的差异与

正常体细胞相同, 即群体性Calu-3细胞对电场负极

的敏感度更高, 主要表现为群体性Calu-3细胞具有

更高的趋电性指数、迁移方向持续性指数及朝向负

极运动的细胞比例更高。但是, 群体性Calu-3细胞

的迁移速度较慢, 尤其是轨迹速度均显著慢于单细

胞。这可能是由于单细胞运动灵活性较高, 相同时

间内迁移轨迹相对较长, 故迁移速度更快。综上, 无
论是正常细胞或肿瘤细胞, 电场对它们的两种迁移

方式均产生影响, 但是影响的具体指标不同: 电场对

群体细胞迁移的主要影响为其显著提升了群体细胞

的迁移方向性指数和方向持续性指数; 而对单细胞

迁移的主要影响则表现为电场显著加快了单细胞的

轨迹速度和位移速度。

根据对正常体细胞单细胞和群体细胞趋电性

机制的研究结果可知, 这两种迁移方式存在差异的

原因如下: 首先, 群体细胞趋电迁移过程中, 多个细

胞组成一个功能整体, 其中涉及到了复杂的胞间作

用, 如胞间黏连、胞间信号复合物[35]以及细胞牵引

力等, 而单细胞迁移涉及到的胞间作用则相对简单; 
其次, 伪足作为细胞迁移的运动器官, 伪足性状发生

改变会影响细胞迁移的速度、方向、持续性和运动

轨迹, 从而对细胞运动起到决定性作用[36-37]。伪足

的形成是多种肌动蛋白、蛋白质受体及细胞骨架变

化导致的, 而电场诱导效应会使得细胞骨架及组成

伪足的肌动蛋白发生变化。单细胞趋电迁移时, 伪
足的生长不受空间的制约, 而群体细胞迁移过程中

由于细胞间接触抑制以及受空间缺乏的约束难以延

伸出伪足[38], 这可能是导致单细胞趋电迁移和群体

细胞趋电迁移存在差异的原因之一。

3.3   研究展望

内源性电场普遍存在于生物体中, 且经体外模

拟内源性电场发现, 绝大多数细胞均具有趋电性。

然而, 目前对正常细胞趋电性研究较多, 肿瘤细胞趋

电性研究则仅在有限种类中开展, 这严重限制了对

肿瘤细胞转移机制的全面认识。同时, 肿瘤细胞趋

电性迁移的研究集中于单细胞迁移, 而对肿瘤转移

的主要途径—群体细胞迁移研究十分缺乏。本实

验通过对比研究肺腺癌细胞Calu-3单细胞和群体细

胞趋电性, 可为揭示肺腺癌细胞转移机制提供重要

补充和参考。但是, 本实验的研究对象种类较为单

一, 今后的研究中应增加肺癌细胞的种类, 以期揭示

趋电性在肺癌细胞中的广泛性。

电场作用下细胞迁移涉及的机制颇为复杂, 其
具体机制目前还不清楚, 但是相关的研究表明, 一
些分子机制参与细胞趋电性。首先, 电场作用下细

胞膜电位去极化, 直接激活电压门控离子通道(如
Ca2+、Na+通道)或电压敏感蛋白[39-42]。其次, 电场作

用下细胞膜组分的不对称分布[43]。细胞膜组分的

不对称分布会促使与导航信号传递相关的细胞信

号发生极化[31]。细胞膜组分可以分为4类: 细胞膜

受体、离子通道、激酶受体及整联蛋白, 目前被报

道过与细胞趋电性相关的胞内信号联级反应包括

PI3K(phosphatidylionsitol 3-kinase)、cAMP(cyclic 
adenosine monophosphate)、PTEN(phosphatase 
and tensin homolog deleted on chromosome ten)、
ERK1/2(extracellular signal-regulated protein kinases 
1/2)及钙信号通路等[13,44-47]。此外, 细胞外环境也是

影响细胞趋电性的因素, 如细胞外基质[48]与血清[49]。

关于群体细胞趋电性迁移机制的研究, 则显示了细胞

间钙黏蛋白是群体细胞趋电迁移的基础[50]。本文对

细胞趋电性迁移的研究仅限于现象的描述, 后续还

需要借助细胞与分子生物学技术对其机制进行深入

研究。
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