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摘要 目的 趋化性和趋电性是细胞定向迁移的主要方式，并在生物有机体的生理和病理过程中发挥重要作用，但二者存

在差异。本文对盘基网柄菌gbpC和gbpD基因在细胞趋电性和趋化性中的作用进行对比研究，以寻找两种迁移方式之间的

新差异。方法 将gbpC基因突变株gefT-和gbpD基因突变株gefU-分别置于场强为12 V/cm的直流电场中，分析细胞在电场

中的运动方向及运动速度，探讨细胞的趋电性变化；利用电穿孔技术将标记F-actin的Lifeact-GFP质粒转化进入细胞，用荧

光显微镜观察活细胞运动时F-actin的分布；用蛋白质印迹技术定量分析细胞的肌球蛋白调节轻链（RLC）在受直流电场刺

激后的磷酸化变化情况。结果 gefT-突变株细胞极化消失，但保持与野生型类似的趋电性；gefU-突变株细胞发生超极化，

但趋电性显著降低。在直流电场中，突变株细胞和野生型细胞的F-actin主要分布在伪足部位。在电场作用下，细胞株的肌

球蛋白RLC磷酸化变化情况存在差异，即野生型细胞以时间依赖的方式发生磷酸化，gefT-突变株细胞先急剧下降，然后再

上升，gefU-突变株细胞却以时间依赖方式脱磷酸化。结论 本研究表明gbpC和gbpD基因在盘基网柄菌趋化性和趋电性中

的作用不同，暗示了电信号与化学信号确实通过不同的机理指导细胞的定向迁移。
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迁移是细胞最重要的属性之一，是细胞在接收

到迁移信号或感受到某些物质的浓度梯度后产生的

位置改变的行为。在高等真核生物体中，细胞受到

胞外环境信号诱导后会朝特定方向发生迁移，从而

影响胚胎发育、血管生成、伤口愈合、免疫反应、

炎症反应、动脉粥样硬化、癌症转移等重要的生理

和病理过程。在诸多环境信号中，由环境中化学信

号引起的细胞定向迁移行（称为趋化性）被研究得

较深入，其机制和信号通路等研究也较为透彻［1］。

而近年来，人们观察到在高等真核生物体中广泛的

存在着生物电信号［2］，其同样可以指导许多类型

的细胞发生定向的迁移（称为趋电性），例如，干

细胞［3］、癌细胞［4-5］、上皮细胞［6-7］、神经轴突［8］、

盘基网柄菌细胞［9］、神经嵴细胞［10］等。总体上，

大部分的细胞在直流电场中朝阴极迁移，而少部分

细胞朝阳极迁移，极少数则根据条件的不同，出现

双向迁移的情况。

细胞的趋化性和趋电性运动存在许多共同之

处，例如，在活体内的许多情况下，化学因子梯度

和内源性生物电场同时存在于组织中，它们都能够

指导细胞发生定向迁移。此外，细胞的趋电性和趋

化性在运动模式上也比较相似，都是在细胞的前端

或者后端有特殊的蛋白质受体聚集，从表面上看，

它们似乎也是共用细胞内的信号通路，如 MAPK

和PI3K信号通路［11］。这些相似性，导致很难确定

趋化性和趋电性的原理或机制究竟是共享还是完全

重叠。甚至一些研究者认为，细胞趋电性运动的根

本原因是细胞趋化性运动，因为当细胞处于直流电

场时，会引起环境中和细胞内的带电荷分子的运

动，从而产生化学梯度，并最终引起细胞发生趋化

运动。
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然而，细胞的趋化性和趋电性之间似乎又存在

着差异。在盘基网柄菌趋电性的前期研究中发现，

野生型细胞（只需要经过简单饥饿处理），甚至是

营养生长的细胞都具有趋电性［9］，但缺乏cAMP诱

导极化的细胞却没有趋化运动，可以说，细胞极化

是细胞发生趋化运动的前提和基础［12］。据研究报

道，gbpC和gbpD基因在盘基网柄菌细胞中调控肌

球蛋白的磷酸化，并在细胞极化和趋化运动中发挥

不同的作用。gbpC缺失的细胞株表现出细胞极化

消失，细胞趋化性显著降低，而 gbpD敲除的细胞

株则表现出完全相反的现象，即细胞变得超极化，

运动速度和趋化性都显著增强［12］。因此，为探究

极化在细胞趋电性与趋化性中的作用差异，本研究

选用了基因gbpC和gbpD为研究对象，通过对两个

基因的细胞趋电性调控作用研究，同时比较细胞趋

电性和趋化性的两种定向运动模式的异同，为细胞

趋化性与趋电性的差异提供新的研究基础。

1 材 料

1.1 细胞和质粒

野生型盘基网柄菌细胞（AX2）、敲除gbpC的

RasGEF结构域的突变株（记为 gefT null或 gefT-）、

敲除 gbpD 的 RasGEF 结构域的突变株（记为 gefU

null 或 gefU-）、Lifeact-GFP 质粒（David Knecht 教

授惠赠，来自 Department of Molecular and Cell

Biology，University of Connecticut）。 gefT null 和

gefU null细胞株由日本NBRP惠赠。

1.2 培养基和缓冲液

HL5培养基：40 g葡萄糖，40 g示蛋白胨，20 g

酵母粉，3.86 g 磷酸氢二钠，1.94 g 磷酸二氢钾，

0.12 g硫酸链霉素，水定容到至4 L，pH 6.5；121°C

灭菌30 min。

发育缓冲液 （DB）：先配制 10×磷酸盐缓冲

液：12.695 g磷酸氢二钠，6.803 g磷酸二氢钾，水

定容至1 L；实验时配制新鲜的1×DB：400 ml 10×

磷酸盐缓冲液、0.8 ml 1 mol/L氯化钙、4 ml 2 mol/L

硫酸镁，水定容至4 L。

1.5%Agar-DB 固体平板：按 1.5% 的比例在新

鲜 1×DB缓冲液中加入琼脂粉或琼脂条，121°C灭

菌30 min，倒平板。

10×Steinberg’s 溶液： 580 mmol/L 氯化钠，

6.7 mmol/L氯化钾，4.4 mmol/L硝酸钙，13 mmol/L

硫酸镁，46 mmol/L三羟甲基氨基甲烷，水定容至

1 L，pH 7.5~7.7；使用时用水稀释10倍。

H50 缓冲液：20 mmol/L HEPES （4-羟乙基哌

嗪乙磺酸）、pH 7.0，50 mmol/L氯化钾，10 mmol/L

氯化钠，1 mmol/L 硫酸镁，5 mmol/L 碳酸氢钠，

1 mmol/L磷酸二氢钠，过滤除菌。

2 方 法

2.1 细胞培养

从-80°C冰箱里取出冻存的AX2细胞，室温融

化后在超净工作台中将冻存管中的细胞悬液转移至

装有 15 ml HL5培养基的培养皿中，22°C复苏 3 h

或过夜。弃培养液后，重新加入 15 ml HL5 培养

基，22°C培养。当细胞密度达到培养皿底面覆盖

率的 80% 左右时，即可进行传代。由于盘基网柄

菌细胞贴壁较松，因此，通过用移液枪吸取液体后

推出的机械冲力即可将细胞悬浮。经过3次传代的

细胞长到指数生长期时，即可用于实验。

gefU null 突变株的培养与 AX2 细胞的培养方

法一致。gefT null突变株为尿嘧啶缺陷型，因此在

培养时，需要在 HL5 培养基中需加入尿嘧啶，其

他培养方法与AX2细胞一致。

2.2 质粒电转化

收集指数生长期的 AX2 细胞，冰上静置

15 min后，2 000 r/min，5 min，4℃，弃去上清液；

用冰浴处理的 H50 缓冲液洗 2 次，2 000 r/min，

4℃离心5 min，弃去上清。用适量的H50缓冲液将

细胞重悬，调节细胞浓度至 1~5×1010 个/L。取

100 µl细胞悬液与5 µl Lifeact-GFP质粒DNA混合，

转入0.1 cm的电击杯中，电击2次，条件：750 V，

25 µF，每次电击间隔5 s。电击结束后将电击杯放

置在冰浴上静置5 min使细胞恢复。将电击杯中细

胞悬液转入加有 HL5 培养基的培养皿中，22℃培

养 24 h 后，在培养基中加入潮霉素 B （30 mg/L）

进行阳性克隆子的筛选。约 3 d后，未转化的细胞

逐渐死亡，而转化细胞开始贴壁。7～10 d后，阳

性克隆被筛选出来。

gefT null和gefU null突变株的Lifeact-GFP质粒

电转化的实验操作与AX2相同。

2.3 荧光显微镜观察电场中细胞的肌动蛋白分布

待阳性克隆子筛选出来后，取指数生长期的细

胞，置于DB缓冲液中饥饿处理 3 h后，将细胞种

植到制作好加电小室的盖玻片 （40 mm×60 mm）

上，贴壁后用倒置荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的

分布情况，必要时施加 12 V/cm 的直流电场，以

20 s拍摄一帧照片的频率记录细胞的运动状态。
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2.4 多细胞发育实验

取指数生长期的 AX2 细胞，将细胞收集到

50 ml 离心管中，2 000 r/min 离心 5 min，弃上清，

用新鲜的DB缓冲液重悬后，再次离心，弃上清，

最后用适量的DB重悬细胞，并用血球计数板进行

细胞计数。从悬液中取约5×107个细胞，转到1.5%

Agar-DB固体平板上，轻轻晃动平板，以使细胞均

匀分布在平板上，22°C 正置 1 h 后，去除残留液

体，并倒置培养，期间用倒置显微镜可观察细胞的

发育情况，约 22~24 h，多细胞发育完成形成具有

孢子结构的多细胞体。

gefT null和gefU null突变株的多细胞发育实验

操作与AX2相同。

2.5 细胞趋电运动

取指数生长期的细胞 （AX2、gefT null 突变

株、gefU null突变株），用DB缓冲液洗2次后，继

续用 DB 缓冲液使细胞饥饿 3 h。重悬细胞后，取

适量细胞种到加电小室中，待贴壁后，在小室两端

连接场强为 12 V/cm 的直流电场，用带有 CCD 的

显微镜记录细胞在电场中的运动情况，拍照频率为

间隔 1 min拍 1帧，共 30 min。拍照结束后，将图

片导入 imageJ 软件中进行分析。每组实验至少重

复3次，每次分析的细胞个数为50个。为定量的反

应细胞在电场中的运动方向，本研究选用方向性指

数（directedness）和方向持续性指数（persistency）

两个参数。其中，方向性指数用细胞起始位置和最

终位置连线与电场矢量方向夹角的余弦值来评估，

而方向持续性指数是细胞位移和轨迹的比值，比值

越大，说明细胞沿某个方向的运动过程较为“笔

直”，比值越小，说明细胞在沿某个方向运动过程

更为“曲折”。细胞在电场中的运动速度是细胞趋

电性的另一个指标，本研究选用轨迹速度（track

speed） 和位移速度 （displacement speed） 两个参

数。轨迹速度指的是细胞在单位时间（min）内的

平均运动距离（μm），位移速度指的是单位时间

（min）内的平均位移距离（μm）。

2.6 蛋白质印迹

2.6.1 蛋白质样品的收集

收集指数生长期的细胞 （AX2、gefT null 或

gefU null），用DB缓冲液洗 2次，2 000 r/min，离

心 5 min。彻底弃去上清液后，重悬于 DB 缓冲液

至终浓度为2×1010个/L。取适量细胞种植于加电小

室（40 mm×40 mm）中，在两端施加12 V/cm的直

流电场，30 min 后，收集细胞，弃上清加入裂解

液，并立即放入沸水浴中保温 5 min。取出稍冷却

后，12 000 r/min，离心 1 min，上清即为蛋白质

样品。

2.6.2 蛋白质电泳及印迹

SDS-PAGE电泳使用Bio-Rad公司生产的预制

胶。将SDS-PAGE胶安装在电泳仪中，按 15 μl/孔

的样品进行上样。先用150 V电压浓缩蛋白质，再

用80~120 V电压分离蛋白质。

制备“三明治”的转膜系统，安装到转膜仪

中，根据蛋白质条带大小调整转膜的电压和时间。

转膜结束后，取出PVDF膜，用TBST清洗15 min，

共3次。根据蛋白质大小将PVDF膜剪开，分别用

一抗（含TBST/2%脱脂奶粉）孵育，室温 1 h后，

取出PVDF膜，并用TBST洗膜 4次，每次 2 mim。

二抗孵育，室温 1 h，再用 TBST 洗膜 4 次，每次

2 mim。按比例现配显影液，将PVDF膜浸泡于显

影液中1 min，用成像系统进行显影。

3 结 果

3.1 gefT null和gefU null突变株的多细胞发育

盘基网柄菌具有特殊的生命周期，通常情况

下，以游离的单细胞独立生活，当环境中营养物质

匮乏或条件不适宜时，一些“中心细胞”首先向环

境中分泌cAMP引起周围细胞发生极化，并朝高浓

度的cAMP聚集，最终完成从单细胞的生命周期向

多细胞的生命周期的转变。

据研究报道，尽管gbpC突变株和gbpD突变株

表现出完全相反的趋化性，但均能在DB琼脂上完

成与野生型细胞一致的多细胞发育过程，而且在发

育的时间上，也与野生型细胞发育没有差异［12］。

其原因可能是细胞在不同材质的表面运动模式不一

样。另外，在细胞发育过程中，由于细胞的密度较

大，因此发育过程中对细胞趋化性运动的需求相对

较低，细胞能够聚集并完成发育，即便细胞具有较

强的趋化运动，但是细胞需要在基因层面对多细胞

的发育进行调控，从而发育时间也与野生型的细胞

无明显差异。本研究结果也表明（图 1），仅缺失

RasGEF 结构域的 gefT null突变株和 gefU null突变

株也都能够在DB琼脂上完成与野生型细胞一致的

多细胞发育过程，而且在发育的时间上，也与野生

型细胞发育没有差异。说明RasGEF结构域是gbpC

和 gbpD基因中的关键结构域，调控着两个基因的

重要功能。
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3.2 gefT null和gefU null突变株的细胞形态与运动

速度

细胞极化的调控在细胞的趋化性运动中发挥重

要作用。在 cAMP浓度梯度环境中，盘基网柄菌形

成具有明显前端和后端的极化细胞，这个过程也是

细胞发生朝向或远离高浓度化学因子趋化性运动的

前提和基础。研究报道，gbpC缺失突变株由于不

能形成明显的前端和后端，且侧生伪足比较多，因

此，细胞运动速度较慢。而 gbpD缺失突变株却与

之完全相反，细胞发生超极化，细胞的运动速度较

快 （图 2a）。本研究的细胞形态观察发现：gefT

null突变株细胞形态为椭圆形，相同的时间内移动

的距离较短；gefU null突变株细胞形态呈现细长形

状，运动时有明显的前端和后端，且相同时间内移

动的距离较长（图2b）。

Fig. 1 Developmental phenotypes of wild-type and rasGEF null cells
AX2 or rasGEF null cells were plated at the beginning of starvation at a concentration of 1×1010 cells/L on non-nutrient agar (~6.5×105 cell/cm2). The

final phenotype after 24 h is shown.

Fig. 2 Cell morphology of gefT null and gefU null mutant strains
Polarity of gefT null and gefU null mutants in a spatial gradient of cAMP (a) and in a DC EF at 12 V/cm (b). 1-10 min means direction of the same

cell at indicated timepoint.
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3.3 gefT null和gefU null突变株对直流电场的响应

细胞随机运动实验表明，gefT null突变株细胞

也形成较多的侧生伪足，运动速度较慢，约为

（3.88±0.09） μm/min，与野生型细胞的运动速度较

为接近，即 （3.80±0.07） μm/min。而 gefU null 突

变株细胞发生明显的极化，运动速度较快，约为

（7.20±0.17） μm/min （图 3a）。细胞在微小直流电

场中表现出朝向阳极或阴极的定向迁移现象被称为

细胞的趋电性。野生型盘基网柄菌细胞AX2、gefT

null 突变株和 gefU null 突变株在强度为 12V/cm 的

直流电场中，都发生朝向阴极的定向迁移（图3b，

c）。数据分析结果显示（图 4），野生型细胞在直

流电场中的方向性指数为 0.86±0.01，方向持续性

指数为0.48±0.01。gefT null突变株和gefU null突变

株在相同强度的直流电场中的方向性指数分别为

0.81±0.01 和 0.60±0.01，方向持续性指数分别为

0.41±0.01和0.36±0.01。统计结果表明，gefT null突

变株的趋电性与野生型之间没有差异，但gefU null

突变株的趋电性与野生型和gefT null突变株都存在

显著差异。

Fig. 3 Trajectory of gefT null and gefU null mutants
(a) Trajectory diagram of random movement of wild-type cells, gefT null cells and gefU null cells. (b) Movement of wild-type cells, gefT null cells

and gefU null cells in 12 V/cm DC electric field. (c) Trajectory diagram of wild-type cells, gefT null cells and gefU null cells in 12 V/cm DC electric

field. The trajectory data is the result of cell movement for 30 min, track more than 50 cells, and the average result of three experiments.
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AX2、gefT null突变株和 gefU null突变株在强

度为12 V/cm直流电场中的轨迹速度和位移速度分

析显示（图 4），野生型细胞的轨迹速度为（5.02±

0.03） μm/min，位移速度为（2.45±0.02） μm/min。

gefT null突变株和gefU null突变株在相同强度直流

电场中的轨迹速度分别为（3.23±0.04） μm/min 和

（5.57±0.13） μm/min， 轨 迹 速 度 分 别 为 （1.22±

0.03） μm/min 和 （2.22±0.09） μm/min。统计结果

表明，gefU null突变株在电场中的运动速度与野生

型相似，两者之间无差异，但gefT null突变株在电

场中的运动速度与野生型和gefU null突变株之间存

在显著性差异。与随机运动实验结果相比，野生型

细胞的运动速度在电场作用下有增强的趋势，但

gefT null突变株和gefU null突变株的运动速度都有

降低的趋势，尤其是gefU null突变株的运动速度降

低的趋势更明显。

3.4 直流电场中的细胞骨架变化与速度调控

肌动蛋白和肌球蛋白是细胞运动过程中调节细

胞骨架重排的重要成分。肌动蛋白通过聚集负责形

成新的伪足，而肌球蛋白是维持细胞极化和伪足收

缩的重要调节因子。为了探讨肌动蛋白和肌球蛋白

在细胞趋电运动中的作用，本研究用 lifeact-GFP标

记肌动蛋白，观察活细胞中在直流电场中肌动蛋白

的 分 布 与 变 化 ， 并 用 肌 球 蛋 白 调 节 轻 链

（regulatory light chain，RLC） 磷酸化抗体检测电

场对细胞肌球蛋白的作用及变化。研究结果发现，

受直流电场刺激后，野生型细胞和突变株细胞的

F-actin分布并没有呈现明显的改变，仍然分布在细

胞伪足着生处，且这种分布在整个施加电场的过程

中保持一致（图5）。此外，由于gefT null细胞株未

发生明显极化，F-actin-GFP 主要分布在侧生伪足

上。这些现象与cAMP诱导的F-actin聚集存在较大

差异。文献报道，利用鬼笔环肽标记细胞骨架实验

中，cAMP诱导野生型细胞的F-actin聚集存在双相

波的变化，F-actin聚集的峰值发生在 cAMP刺激后

的 5 s左右，而后瞬时降低，一直到 50 s左右下降

到最低，之后恢复到原来的水平，这也是趋化性和

趋电性的重要差别之一。

作为维持细胞极化和收缩重要调节因子的肌球

蛋白，也是细胞趋化运动的必要因素，受到 RLC

和重链 （heavy chain，MHC） 的磷酸化调控。其

中，RLC 的磷酸化增加肌球蛋白 ATP 酶活性，而

MHC磷酸化调控肌球蛋白丝的形成。直流电场作

用下的细胞运动，仍需要细胞收缩。通过蛋白质印

迹研究电场作用下的RLC磷酸化变化情况，结果

显示（图 6），野生型细胞中，RLC的磷酸化受电

场的指导，并且以一种时间依赖的方式发生磷酸

化，这也有可能就是电场作用下细胞运动速度变快

的原因之一。而两个突变株的RLC磷酸化受电场

指导情况并不一致，gefT null突变株受电场刺激 1

min 时有降低的趋势，但随电信号刺激时间的延

长，RLC 磷酸化呈现上升趋势，这可能就是维持

细胞在电场中平均速度与随机运动接近的原因。而

在 gefU null 细胞中，电场刺激后，RLC 的磷酸化

反而以时间依赖的方式被抑制，同样，推测这可能

就是导致电场刺激下突变株的运动速度与随机运动

相比较反而降低的原因之一。

Fig. 4 Direction of gefT null and gefU null mutants in a DC EF at 12 V/cm
The migration direction (a) and migration speed (b) of wild-type cells, gef T null cells and gef U null cells under 12 V/cm DC electric field (n＞200).

Significant differences are calculated from the data of mutant cells and wild-type cells by t-test. * P＜0.05, ** P＜0.005, *** P＜0.001.
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Fig. 5 DC EF-induced actin polymerization
Wild-type cells and mutant cells expressing Lifeact-GFP were starved and stimulated with DC EF at 12 V/cm. F-actin is distributed in the location of

cellular pseudopods regardless of the presence of electric fields.

Fig. 6 DC EF-induced phosphorylation of myosin regulatory light chain (RLC)
Western blot results (a) and gray scale analysis (b) of the phosphorylation of myosin regulatory light chain in wild-type cells, gefT null cells and gefU

null cells under 12 V/cm DC electric field (n=3). Black arrows represent the tendency of phosphorylation level.
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4 讨 论

盘基网柄菌虽然是一种低等的真核生物，但却

拥有很多与高等真核细胞同源性很高的基因及保守

的分子机制。人们常用它来研究阿米巴式的细胞运

动。目前所了解的阿米巴式真核细胞迁移，大多都

是通过对盘基网柄菌的研究揭示的。例如，肌动蛋

白的黏合蛋白（冠蛋白）的鉴定［13］、细胞骨架成

分参与细胞迁移的功能冗余［14］、肌球蛋白 II在细

胞迁移中的作用［15］、GPCRs 趋化性受体的鉴

定［16］、磷酸肌醇和G蛋白信号事件对迁移细胞前

沿的限制作用［17］，包括细胞迁移中Ras GTP酶［18］、

肌动蛋白波的发现［19］等。

盘基网柄菌也是用来研究细胞趋化性和趋电性

运动机制的理想模型。前期的研究发现，细胞的趋

电性与趋化性在模式上比较相似，都是在细胞前端

或者后端有特殊的蛋白质受体聚集。另一方面，趋

化性和趋电性的信号转导通路并不是完全重叠

的［20］。而本研究结果表明，含有RasGEF结构域的

gbpC和gbpD在盘基网柄菌的趋化性和趋电性中发

挥不同作用。在趋化运动中，gbpC通过调控细胞

极化来促进细胞的趋化运动，当gbpC基因缺失后，

细胞的极化消失，趋化运动被抑制；gbpD诱导附

着基质的伪足形成，从而负调控细胞运动速度和细

胞极化［12］。在趋电运动中，敲除 gbpC RasGEF结

构域的突变株（gefT null）极化消失，但细胞的趋

电性却保持不变。而敲除 gbpD RasGEF 结构域的

突变株（gefU null）发生超极化，但细胞的趋电性

显著降低。肌动蛋白在化学刺激和直流电场刺激后

的变化也有差异，受化学信号刺激后，肌动蛋白发

生明显的跨膜过程，但受直流电场刺激则并未发生

明显的跨膜过程，而是一直保持原来的荧光水平。

受两种不同信号刺激的肌球蛋白轻链磷酸化方式也

存在差异，文献报道称受 cAMP刺激的盘基网柄菌

野生型细胞的肌球蛋白RLC发生瞬时磷酸化，而

本研究发现受电场刺激的RLC以时间依赖的方式

发生磷酸化，且电场刺激下两个突变株细胞的

RLC磷酸化方式也存在差异。

5 结 论

本项研究结果表明，细胞的趋电性和趋化性之

间存在许多差异。首先，趋化性对细胞极化的依赖

程度高于趋电性。其次，肌动蛋白和肌球蛋白在化

学信号和电信号刺激下的作用方式也不同。除了本

研究发现的新差异，一些未知的信号通路也可能分

别参与了细胞的趋化性和趋电性，包括信号的感

应、迁移方向的确定、迁移方向的维持，以及细胞

黏附的控制和细胞速度的调控，这些都需要研究者

们做进一步的探索。

参 考 文 献

[1] Devreotes P N, Bhattacharya S, Edwards M, et al. Excitable signal

transduction networks in directed cell migration. Ann Rev Cell

Dev Biol, 2017, 33:103-125

[2] Tyler S E B. Nature’s electric potential: a systematic review of the

role of bioelectricity in wound healing and regenerative processes

in animals, humans, and plants. Front Physiol, 2017, 8:627

[3] Iwasa S N, Babona-Pilipos R, Morshead C M. Environmental

factors that influence stem cell migration: an “electric field”. Stem

Cells Int, 2017, 2017:4276927

[4] Li Y, Xu T, Chen X, et al. Effects of direct current electric fields on

lung cancer cell electrotaxis in a PMMA-based microfluidic

device.Anal Bioanal Chem, 2017, 409(8): 2163-2178

[5] Chang H F, Cheng H T, Chen H Y, et al. Doxycycline inhibits

electric field-induced migration of non-small cell lung cancer

(NSCLC) cells. Sci Rep, 2019, 9(1): 8094

[6] Guo L, Li H, Wang Y, et al. Controlling ERK activation dynamics

in mammary epithelial cells with alternating electric fields through

microelectrodes. Nano Lett, 2019, 19(10): 7526-7533

[7] Nakajima K I, Tatsumi M, Zhao M. An essential and synergistic

role of purinergic signaling in guided migration of corneal

epithelial cells in physiological electric fields. Cell Physiol

Biochem, 2019, 52(2): 198-211

[8] Gokoffski K K, Jia X, Shvarts D, et al. Physiologic electrical fields

direct retinal ganglion cell axon growth in vitro. Invest Ophthal Vis

Sci, 2019, 60(10): 3659-3668

[9] Gao R, Zhao S, Jiang X, et al. A large-scale screen reveals genes

that mediate electrotaxis in Dictyostelium discoideum. Sci Signal,

2015, 8(378): ra50

[10] Mehta A S, Ha P, Zhu K, et al. Physiological electric fields induce

directional migration of mammalian cranial neural crest cells. Dev

Biol, 2021, 471:97-105

[11] Zhao M, Pu J, Forrester J V, et al. Membrane lipids, EGF receptors,

and intracellular signals colocalize and are polarized in epithelial

cells moving directionally in a physiological electric field. FASEB

J, 2002, 16(8): 857-859

[12] Bosgraaf L, Waijer A, Engel R, et al. RasGEF-containing proteins

GbpC and GbpD have differential effects on cell polarity and

chemotaxis in Dictyostelium. J Cell Sci, 2005, 118(Pt 9): 1899-

1910

[13] De Hostos E L, Bradtke B, Lottspeich F, et al. Coronin, an actin

binding protein of Dictyostelium discoideum localized to cell

surface projections, has sequence similarities to G protein beta

subunits. EMBO J, 1991, 10(13): 4097-4104

[14] Witke W, Schleicher M, Noegel A A. Redundancy in the



·1528· 2022；49（8）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

microfilament system: abnormal development of Dictyostelium

cells lacking two F-actin cross-linking proteins. Cell, 1992, 68(1):

53-62

[15] De Lozanne A, Spudich J A. Disruption of the Dictyostelium

myosin heavy chain gene by homologous recombination. Science,

1987, 236(4805): 1086-1091

[16] Klein P S, Sun T J, Saxe C L, 3rd, et al. A chemoattractant receptor

controls development in Dictyostelium discoideum. Science,

1988, 241(4872): 1467-1472

[17] Parent C A, Blacklock B J, Froehlich W M, et al. G protein

signaling events are activated at the leading edge of chemotactic

cells. Cell, 1998, 95(1): 81-91

[18] Insall R H, Borleis J, Devreotes P N. The aimless RasGEF is

required for processing of chemotactic signals through G-protein-

coupled receptors in Dictyostelium. Curr Biol, 1996, 6(6): 719-729

[19] Vicker M G. F-actin assembly in Dictyostelium cell locomotion

and shape oscillations propagates as a self-organized reaction-

diffusion wave. FEBS Lett, 2002, 510(1-2): 5-9

[20] Zhao M, Song B, Pu J, et al. Electrical signals control wound

healing through phosphatidylinositol-3-OH kinase-gamma and

PTEN. Nature, 2006, 442(7101): 457-460



蒋锐达，等：gbpC和gbpD基因在盘基网柄菌细胞趋化性和趋电性运动中的差异研究2022；49（8） ·1529·

gbpC and gbpD Have Differential Effects on Chemotaxis and
Electrotaxis in Dictyostelium*

JIANG Rui-Da, WANG Jia-Jia, Zhao San-Jun, WANG Xiao-Yan, GAO Run-Chi**

(College of Energy and Environmental Engineering, College of Life Sciences, Engineering Research Center of Sustainable Development and Utilization of

Biomass Energy, Ministry of Education & Key Laboratory of Yunnan Province for Biomass Energy and Environmental Biotechnology,

Yunnan Normal University, Kunming 650500, China)

Abstract Objective Chemotaxis and electrotaxis are the primary mechanisms underlying directed cell

migration, and they play important roles in the physiology and pathology of organisms. However, there are

differences between the two. This paper presents a comparative study of the roles of Dictyostelium discoideum

genes gbpC and gbpD in cell electrotaxis and chemotaxis in order to gain further insight into the differences

between these two mechanisms of migration. Methods The gbpC/gefT- mutant strain and gbpD/gefU- mutant

strain were placed in a 12 V/cm direct current (DC) electric field to investigate the direction and velocity of cell

movement and the changes in cell electrotaxis; Lifeact-GFP (F-actin) was electroporated into cells and the

distribution of F-actin during cell movement was observed under a fluorescence microscope; Western blot was

used to quantify the phosphorylation of myosin regulatory light chain (RLC) in cells stimulated by DC electric

fields. Results The gefT- mutant cells lost polarization but retained electrotaxis at a level similar to the wild-type

cells; the gefU- mutant cells showed hyperpolarization but significantly reduced electrotaxis; in a DC field,

F-actin was predominantly distributed in the pseudopods in both mutant and wild-type cells; there were

differences in myosin RLC phosphorylation between the cell lines in electric fields. Phosphorylation was time-

dependent in wild-type cells, whereas phosphorylation first decreased rapidly and then increased in gefT- mutant

cells. Time-dependent dephosphorylation occurred in gefU- mutant cells. Conclusion Our findings indicate that

gbpC and gbpD play differntal roles between the chemotaxis and electrotaxis of Dictyostelium discoideum and

provide further evidence that electrical and chemical signals drive the directed migration of cells through different

mechanisms.
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