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直流电场对肺癌细胞移行及Integrin β1的影响    

闫小龙  韩静  张志培  汪健  倪云峰  高坤祥  王云杰

【摘 要】 背景与目的  目前关于直流电场对细胞影响已引起广泛关注，并认为癌症的转移及转移能力可能与

趋电性有关。本研究探讨肺癌A549细胞在体外直流电场中的趋电移行，及直流电场对Integrin β1及其信号通路的

影响。 方法  按A549细胞是否暴露于5 V/cm直流电场及暴露时间分为A，B，C，D4组，显微摄像系统每5 min连续

记录各组细胞移行的变化图像，观察细胞在直流电场中的移行趋势；细胞免疫荧光法观察4组细胞内Integrin β1

位置的变化，Western blot检测各组细胞中Integrin β1下游的p-FAK及p-ERK的表达量变化。 结果  暴露于直流电

场中的细胞胞体形态由扁平形逐渐转变为垂直于电场的纺锤形,观察期间细胞呈现朝阴极定向移行，而未暴露于

直流电场的细胞则未发生胞体形态改变及定向移行运动。细胞免疫荧光示在直流电场中A549细胞膜表面上的

Integrin β1向阴极方向边集，Western blot结果显示Integrin β1下游信号转导通路中p-FAK及p-ERK的表达量增多。

结论 人肺癌细胞系A549细胞具有趋电性，体外直流电场可诱导其朝阴极定向移行，Integrin β1在电场中定向重排

并激活其通路下游转导信号可能在肺癌细胞趋电移行中起关键作用。
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【Abstract】 Background and objective  The effect of direct-current electric fields (dcEFs) on cells attracted 

extensive attention. Moreover the metastasis and its potential are considered to be related to dcEFs. The aim  is to study 

the effect of dcEFs on migration behavior of A549 cells, Integrin β1 and its signal pathways.  Methods  According 

to exposure to 5 V/cm dcEFs or not and the time of exposure, the A549 cells were divided into 4 groups. Images were 

taken per 5 min within 2 h to recode the migration of the cells. The data of results were analyzed statistically.  Results   

Most of A549cells exposed to the dcEFs aligned and elongated perpendicularly to the electric field lines and migrated 

to the cathode continually during 2 h. On the contrary, cells unexposed to dcEFs showed slightly random movements. 

Immunofluorescence showed that Integrin β1 on plasma membrane polarized to the cathode of the dcEFs. Western blot 

showed that Integrin β1 downstream signal pathways p-FAK and p-ERK were overexpressed in the dcEFs.  Conclusion  

A549 cells have a galvanotatic feature of cathodal directed migration while exposed to the dcEFs. The polarization of 

Integrin β1 and the promotion of its downstream signal pathways may play an important roles in the galvanotaxis of A549 

cells.
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 多种细胞具有在电场中定向移行的特性,即趋电

性（galvanotaxis），其在胚胎发育、创伤的愈合及组织

再生中发挥着重要作用[1]。已有实验证明鼠前列腺癌

细胞的转移及转移能力可能与趋电性有关[2]，但目前尚

未见有关体外直流电场（direct-current Electric fields, 

dcEFs）作用于肺癌细胞的报道。整合素β1(Integrinβ1)

是一类重要的细胞表面受体,可诱导细胞骨架的重排，

又双向传导细胞内外的信号，从而广泛影响细胞的存

活、生长、分化、侵袭和转移等生物学行为[3]。本研究

观察了在体外dcEFs条件下人肺癌细胞系A549细胞的

趋电性，以及dcEFs对肺癌细胞Integrin β1及其信号通

路的影响，探讨肺癌细胞趋电性的发生机制。

1  材料和方法

1.1  试剂与仪器  人肺癌细胞系A549购于美国ATCC，

改良依格培养液DMEM、新生小牛血清（美国Hyclone

公司），胰蛋白酶（美国GIBCO公司），Integrin β1、

p -FA K、p -E R K 及β-a c t i n鼠 单克隆 抗体（美国

SantaCruz公司），HRP标记的山羊抗鼠IgG(北京中杉

公司)，化学发光剂ECL(美国SantaCruz公司)，直流稳压

电源(北京六一仪器厂)，相差生物倒置显微镜Axiovert 

25（德国 Zeiss公司），Axiovert计算机程像系统（德国

Zeiss公司），荧光系统(美国Alpha Innotech公司)。

1.2  细胞培养  人肺癌细胞系A549复苏后，细胞在5% 

CO2、37 ℃细胞培养箱中，以 DMEM为培养基，其中加

入10%小牛血清，100 U/mL青霉素，100 μg/mL链霉素。

当细胞铺满80%培养瓶底面时，0.25%胰蛋白酶消化成

单细胞悬液，以（1-2）×105/mL密度接种于Ⅰ号盖玻片

（0.18 mm×10 mm×24 mm）上，细胞培养箱中孵育24 

h-48 h。

1.3  电场制备外加的直流电场设备  参照ZHAO Min等

方法[4]。用硅酮胶将两片平行放置、厚0.5 mm、长24 

mm、间距10 mm的有机玻璃片固定于培养皿底部；其

间放入接种有A549细胞的Ⅰ号盖玻片，随即于上方覆

盖Ⅱ号盖玻片（24 mm×14 mm）；硅酮胶密封，即形成

一两端开放的细胞培养小室，维度为10 mm×24 mm×

0.5 mm。小室两端分别与10 mm×30 mm×5 mm的玻璃

槽连接，以增加培养液容积而防止其PH值产生明显波

动。向槽中加入培养液，使其刚好流过细胞培养小室

中的细胞表面。两根Pt电极置于盛有生理盐水的烧杯

中，用两根盐桥管分别将细胞培养小室两端的培养液

图 1  电场结构示意图

Fig 1  construction of the electric field instrument used in 

         this experiment

与烧杯相连，以防止电解产物进入培养液（图1）。实验

过程中维持电流低于0.6 mA而减少焦耳热。监测小室

两端电压。控制细胞周围环境于37 ℃，5%CO2。

1.4  dcEFs对肺癌A549细胞的作用  按A549肺癌细胞是

否暴露于直流电场及暴露时间分为A，B，C，D 4组，A

组为对照组，B组给予强度为5 V/cm的体外直流电场刺

激1 h，C组给予强度为5 V/cm的体外直流电场刺激2 h，

D组给予与C组相同的刺激后再培养2 h。其余各组条件

相同。每组重复实验3次，每组每次观察在同一个400

倍观察视野下细胞数为10-20个左右。标记每个观察

细胞核的中心并追踪其位移(双核及多核细胞标记其

几何中心)，参数参照Korohodat等方法[5]，包括观察细胞

平均位移距离(Average total length of cell displacement, 

ATLD)，平均位移速度(Average rate of cell displacement, 

ARD)及平均移行方向SNcosineγ/N，cosineγ为所有单

个细胞观察时间内位移方向指标。γ是观察期间相继

时间点细胞移动位置连线与场线间的夹角。阴极方向，

γ=00，cosineγ=1；阳极方向，γ=1800，cosineγ=-1，故

cosineγ是-1与1之间的值。

1.5  Integrin β1的间接免疫荧光染色  每组细胞经4%

的多聚甲醛固定30 min，于－20 ℃经100%甲醇打孔5 

min，PBS清洗3次，5 min/次，10 %羊血清封闭30 min

后加鼠源单抗Integrin β1（稀释度为1:50）过夜，PBS清

洗3次，5 min/次，加入FITC标记的二抗IgG（稀释度为

1:50），37 ℃暗室中放置1 h，PBS清洗3次，50%甘油封

片后镜检，以PBS代替一抗作为阴性对照。实验均重复

三次。

1.6  Western blot分析各组细胞p-FAK及p-Akt的蛋白表

达  用含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液于4 ℃裂解细胞，

12000 rpm低温离心，取上清，BCA法测定蛋白浓度后，
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取50 μg蛋白，95 ℃变性5 min , 8% SDS聚丙烯酞胺凝

胶电泳，湿转至硝酸纤维素膜。5%脱脂奶室温封闭2 

h，加封闭液稀释的一抗于4 ℃过夜。HRP标记的山羊

抗鼠IgG室温反应1 h，化学发光剂ECL反应，X线胶片

曝光，冲洗晾干后扫描蛋白条带。以β-actin为内参照。

用凝胶成像分析系统进行定量分析。实验均重复三

次。

1.7  数据整理及统计学分析  采用Image-Pro Plus5.0进

行数据收集，SAS 8.0统计软件处理数据，并行两独立

样本比较的Wilcoxon秩和检验进行分析。

2  结果

2.1  肺癌A549细胞在电场中定向移行  未暴露于5 V/cm

直流电场的A组细胞无明显移动，细胞的板状伪足形

态各异，在细胞周围随机分布。暴露于直流电场B，C

组的多数细胞伪足伸向阴极方向，且出现朝电场阴极

定向移行（图2），同时A549细胞胞体形态由扁平形

逐渐转变为垂直于电场的纺锤形（图2B，C），解除直

流电场干预2 h内，细胞不再朝向电场阴极定向移行

并逐渐恢复扁平形态（图2D）。B、C组暴露于直流电

场的细胞TLD及SNcosineγ/N与对照组比较存在统计

学差异（P TLD=0.001, P SNcosineγ/N=0.001），B与C组的细

胞比较ARD及∑Ncosineγ/N均无统计学差异（P >0.05）

（表1），解除电场的干预后的D组细胞不再呈现定向

移行的趋势，其ARD及∑Ncosineγ/N与A组比较均无统

计学差异（P >0.05），与B、C组比较均存在统计学差异

（P TLD=0.001, P∑Ncosineγ/N=0.002）（表1）。

2.2  整合素Integrin β1的定向重排  Integrin β1在细胞

内主要存在于细胞核周及细胞膜上，未施加电场干预

组Integrin β1在各细胞膜上随机分布，无方向一致性，

而施加5 V/cm电场干预组Integrin β1在各细胞膜上重

新排列，且朝向阴极（图3）。

2.3 体外直流电场对人肺癌A549细胞p-FAK及p-Akt

表达的影响  人肺癌A549细胞在5 V/cm中电场暴露后，

p-FAK及p-Akt蛋白表达水平均明显升高，这种变化在

暴露于电场中1h内即达到稳定，在2 h时未见增强及减

弱，解除电场的干预后2 h p-FAK及p-Akt蛋白表达水

平下降但仍比加电前高（图4）。

3  讨论

肿瘤细胞移行是一个复杂过程，受许多因素共同影

响。如细胞外基质成分、多种生长因子、肿瘤源性的自分

泌因子，趋化性细胞因子，以及信号转导通路等等[6]，肿

瘤细胞的移行能力与肿瘤的转移潜能有关，在转移过

程中发挥重要作用[7]，大量研究证明肿瘤细胞可以在

多种趋化性细胞因子的作用下定向移行，且与肿瘤的

转移有关，而关于肿瘤的趋电性研究还只处于起始阶

段[8]。

已证明，体内由上皮覆盖的正常组织表面存在着

跨上皮电势（transepithelial potential, TEP）[9]，人气管及

支气管的粘膜上皮均存在着跨上皮电势，其大小约为

10.6-13.4 mV[10]，当细胞层出现缺损，或细胞间紧密联

接阻力降低时，TEP便驱使带电离子流动，形成内源性

电场，其大小相当于体外直流电场~5 V/cm2。肿瘤细胞

突破上皮组织后便会受到内生电场的影响，然而，肿

瘤细胞趋电性和转移的关系及其机制目前尚不清楚。

为了解肺癌细胞的趋电性，设计、利用体外直流电

场作用于A549肺癌细胞，观察直流电场对肺癌细胞的

影响。实验发现多数肺癌细胞在5 V/cm电场中出现两

种变化，即形态及移行的改化。细胞由扁平的上皮型

细胞转变成纺锤形,即细胞的间叶样形态改变。已有实

验证实某些蛋白激酶也可以诱导这种形态改变，并证

明“上皮细胞－间叶样变”可以视为细胞侵袭的一种

标志,有利于肿瘤细胞的浸润和转移[11]。同时发现肺癌

 表 1  不同组A549细胞在直流电场中的移行指标(Mean±SD) 

      Tab 1  Parameters of migration of different group A549 cells in dcEFs(Mean±SD) 

                                Group A                 Group B                Group C             Group D (after: 5 v, 2 h)

Parameters       （n=43, 0 v, 2 h） （n=55, 5 v, 1 h）  （n=39, 5 v, 2 h）        （n=51, 0 v, 2 h）                

ATLD(μm)            -1.2±0.2               25.0±6.3               46.0±11.5                  2.1±0.6

ARD(μm/h)          -0.6±0.1               25.0±6.3               23.0±5.7*                   1.5±0.3ζ

∑Ncosγ/ N   　    -0.03±0.01    　    0.76±0.08             0.78±0.09§                0.06±0.02λ
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图 2  A549细胞在电场中的定向移行及形态变化

Fig 2  Directional migration and morphology changes of A549 cells in dcEFs

A: Control group (0 h); B: Exposed to dcEFs (1 h); C: Exposed to dcEFs (2 h); D: After exposed 

to dcEFs for 2 h, unexposed to dcEFs for 2 h. Numbers of 1, 2, 3, 4 and 5 represent the 

corresponding cells positions in different time.（bar=20 μm）

图 3  A549细胞在体外5 V/cm的直流电场中暴露前后Integrin β1的分布情况。

Fig 3  The distribution of Integrin β1 in  plasma membrane of A549 cells before or after exposed to dcEFs

A: Control group (0 h), no cathodal polarization of Integrin β1 in plasma membrane; B: Exposed to dcEFs (2 h), 

cathodal polarization of Integrin β1 in plasma membrane（bar=10 μm）

图 4 A549细胞在体外5 V/cm的直流电场中暴露前后p-FAK及 

           p-ERK的表达情况。

Fig 4 The expression of p-FAK and p-ERK of A549 cells before

           or after  exposed to dcEFs

A: Control group (0 h); B: Exposed to dcEFs (1 h); 

C: Exposed to dcEFs (2 h); 

D: Exposed to dcEFs for 2 h, then unexposed to dcEFs for 2 h

A549细胞暴露于外加直流电场中，其移行能力明显加

强，且朝阴极作定向移行；在5 V/cm大小的直流电场中

其速度均为25 μm /h，其移行的速度相对恒定，在2 h

内末见其移行速度的明显改变，而在解除电场作用后

细胞不再定向移行，说明通过干扰内生电场有可能会

减小肺癌细胞转移的几率。

整合素Integrin β1的间接免疫荧光染色提示：在

5 V/cm大小的直流电场的作用下，A549肺癌细胞膜表

面的Integrin β1集中于电场的阴极方向，Integrin β1

被激活可能是细胞朝向阴极移行的原因之一。Western 

blot结果显示，在电场作用下整合素下游信号传导通路

FAK及ERK被激活，它们相应的磷酸化形式p-FAK及
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p-ERK表达明显升高，此现象可能是A549肺癌细胞在

电场中移行速度加快的原因。
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Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, URM）的缔约期刊（http://www.icmje.org/jrnlist.html）。这标志着《中国

肺癌杂志》经过10年发展，已经全面按照国际期刊标准来办刊，以期早日成为世界知名期刊。

关于ICMJE和“生物医学期刊投稿的统一要求”：1978年，包括《新英格兰医学杂志》、《美国医学会杂志》、

《柳叶刀》、《英国医学杂志》等综合性英文医学期刊的编辑在加拿大大不列颠哥伦比亚温哥华市非正式制定了向

这些编辑所在期刊投稿格式的统一要求。后来该小组以温哥华小组（Vancouver Group）而闻名于世。温哥华小组制

定的第1版“生物医学期刊投稿的统一要求”，包括美国国立医学图书馆提供的参考文献著录格式（又称温哥华格

式，Vancouver Style）于1979年发表。温哥华小组经不断扩大，逐渐发展成为国际医学期刊编辑委员会（ICMJE），该

委员会每年召开会议，不断将委员会所关注的问题增补进“统一要求”中，2007年10月编制了最新版“生物医学期

刊投稿的统一要求”（http://www.icmje.org/icmje.pdf）。“生物医学期刊投稿的统一要求”对生物医学出版物的文章书

写和杂志编辑两个方面进行统一的规范和指导，该要求内容包括：署名作者的标准及其与致谢中的有贡献者的区

别；编辑的角色和编辑自由；作者、项目资助者、文章评论者及编辑者之间潜在的利益冲突；保密问题；研究中对人

和动物的保护；杂志编辑和出版的有关问题；论文准备和投稿，等等。该要求发布在http://www.ICMJE.org网站上，并

且定期进行更新。国外许多著名生物医学期刊都采用或参考了这个要求。目前，同意“统一要求”的英文生物医学

期刊已超过500种。“统一要求”已成为这500多种生物医学期刊共同遵守的投稿须知（尽管几乎所有生物医学期刊

均刊登各自特有的投稿须知）。


