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摘要 目的　Ca2+作为胞内信号转导的第二信使，在细胞迁移中发挥重要作用。研究表明，胞外Ca2+内流能够促进细胞趋电

性迁移，但胞内Ca2+流对细胞趋电性迁移的影响尚不清楚。因此，本研究以盘基网柄菌为模型，探究胞内外Ca2+流对细胞趋

电性迁移的影响及其作用机制。方法　应用模拟内源性电场的外源微直流电场和实时录像系统研究盘基网柄菌在电场中的

趋电性迁移；利用激光共聚焦显微镜、钙离子通道抑制剂、胞外Ca2+螯合剂EGTA以及无Ca2+的发育缓冲液（development 

buffer， DB）缓冲液、咖啡因等探究细胞内外Ca2+流对细胞趋电性迁移的影响；应用基因缺失突变株探究内质网Ca2+释放

调控细胞趋电性迁移的分子机制。结果　盘基网柄菌以电压依赖的方式向电场负极进行趋电性迁移；电场刺激会增加细胞

内Ca2+浓度，抑制胞外Ca2+内流与胞内Ca2+释放均会抑制细胞趋电性迁移；咖啡因作用显著增加细胞内Ca2+的浓度，抑制内

质网Ca2+释放会抑制细胞的趋电性迁移；Gα2、Gβ、Gγ、Erk2缺失均导致细胞趋电性迁移能力显著降低，咖啡因作用完全

或部分恢复了Gα2
-、Gβ-、Erk2-突变株的趋电性迁移，但没有恢复Gγ-突变株的趋电性迁移。结论　内质网Ca2+释放介导盘基

网柄菌细胞的趋电性迁移，且参与G蛋白和细胞外信号调节激酶2（ERK2）对细胞趋电性迁移的调控过程。
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细胞迁移是组织再生、血管生成、胚胎发育和

伤口愈合等多种生物学过程的基础［1］。细胞迁移

的方向不仅受自身的调节，还受到外界信号的指

导。电信号是指导细胞发生定向迁移的重要信号之

一，细胞在电场中表现出朝向负极或正极定向迁移

的行为，被称为细胞趋电性［2-3］。细胞趋电性迁移

对个体发育、器官再生、伤口愈合以及肿瘤转移等

过程具有重要意义［4］。

Ca2+作为胞内信号转导的第二信使，通过细胞

骨架动力学重组、细胞黏附以及信号转导的协调，

影响包括细胞迁移在内的多种细胞活动［5］。细胞

迁移过程包括细胞前端的黏附和尾部的收缩，这在

时空上受胞质Ca2+的调节，迁移的细胞中Ca2+是动

态分布的，细胞前缘Ca2+浓度低，但是会发生局部

和短暂的高钙微区（钙闪烁或称为钙火花），并通

过 瞬 时 受 体 电 势 （transient receptor potential， 

TRP）通道或钙库操纵钙内流-基质相互作用分子1

（store-operated Ca2+ entry-stromal interaction 

molecule 1， SOCE-STIM1） /钙释放激活钙通道蛋

白 1 （calcium release-activated calcium modulator 

1， ORAI1）依赖性机制控制的胞外Ca2+进入和细

胞 前 缘 的 质 膜 Ca2+ -ATP 酶 （plasma membrane 

Ca2+- ATPase， PMCA）泵出，引导细胞迁移的方

向［6-7］；细胞尾部 Ca2+浓度相对较高，能引起 Rho 

GTP 酶依赖性肌动蛋白收缩和黏着斑蛋白的组装

与解聚［8］。此外，钙信号在肿瘤细胞的增殖和迁

移、血管生成以及内皮修复等过程中也发挥重要作

用［9-10］，例如，在HepG2细胞中，胞外Ca2+浓度增

加可以通过黏着斑激酶 （focal adhesion kinase，

FAK） 和钙/钙调素依赖性蛋白激酶 2 （calcium/
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calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ ， CaMK Ⅱ）

促进细胞增殖和迁移［11］；在乳腺癌细胞中，胞外

Ca2+浓度的增加会通过激活钙敏感受体 （calcium 

sensing receptor，CaSR） 促进细胞迁移［12］；在内

皮细胞中，促血管生成信号通过驱动胞内Ca2+通过

1， 4， 5- 三 磷 酸 肌 醇 受 体 （inositol 1， 4， 5-

trisphosphate receptors，IP3Rs）介导的钙离子通道

以及兰尼碱受体 （ryanodine receptors，RyRs） 介

导的Ca2+通道促进血管生成［13］。因此，探究Ca2+对

细胞迁移的影响及其作用机制对某些疾病和癌症的

预防和治疗具有重要意义。

异源三聚体 G 蛋白作为 G 蛋白偶联受体 （G 

protein-coupled receptors，GPCRs） 信号转导的关

键组成部分，由 Gα、Gβ和 Gγ三个亚基组成，在

多种细胞迁移的调控过程中发挥重要作用。例如，

Gα在前列腺癌细胞的迁移和侵袭［14-15］以及中性粒

细胞的跨内皮迁移［16］中发挥重要作用；Gγ的中心

部分是原始生殖细胞迁移所必须的［17］；Gβ是斑马

鱼中性粒细胞迁移所必需的［18］；在盘基网柄菌中，

研究发现 Gβ和 Gα2 均能调控其趋电性迁移［19-20］，

但对Gγ的作用至今未有报道。细胞外信号调节激

酶 （extracellular signal-regulated kinase，ERK） 作

为丝裂原活化蛋白激酶 （mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）家族的成员之一，是介导包括趋

化性与趋电性迁移在内的多种细胞定向迁移的重要

信号分子。例如，在盘基网柄菌趋化性迁移中，G

蛋白的激活直接调控下游ERK信号通路［21］，而磷

脂酰肌醇 3 激酶 （phosphatidylinositide 3-kinases，

PI3Ks） 介导的 ERK 激活则会调控其趋电性迁

移［22］；在 BV2 小胶质细胞中，电场通过 ERK/

GSK3β/cofilin 信号通路调控其趋电性迁移［23］。此

外，还有研究表明 ERK 调控细胞迁移过程需要

Ca2+参与，例如，在血管收缩［24-25］、人卵巢癌细胞

增殖［26］以及Kir2.1通道调节巨噬细胞极化［27］的过

程中，ERK信号通路的激活都需要Ca2+的参与，但

在细胞趋电性迁移中，G 蛋白与 ERK 对细胞迁移

的调控过程是否涉及胞质Ca2+的作用尚不清楚。

电信号作为指导伤口愈合的主导信号，广泛存

在于生物有机体中，包括发育中的胚胎、发生发展

中的肿瘤组织、正在愈合的伤口等［28］。研究发现，

Ca2+是影响细胞趋电性迁移的重要因素之一，例

如，在肺癌细胞［29］和人乳腺癌细胞［30］中均观察

到电场作用下细胞内Ca2+浓度增加的现象；在小鼠

胚胎成纤维细胞［31］和人角质形成细胞［32］中，发

现使用Ca2+通道抑制剂或去除细胞外Ca2+都会影响

细胞的趋电性迁移；此外，在盘基网柄菌细胞趋电

性迁移的机制研究中，发现胞外Ca2+内流导致胞内

Ca2+的浓度增加是其趋电性迁移所必需的［33］。上述

研究都发现电场刺激会导致细胞内Ca2+浓度增加，

但这种作用是否涉及胞内内质网Ca2+的释放尚不清

楚，因此，本研究以模式生物盘基网柄菌为实验材

料，通过实时录像系统和激光共焦显微镜技术以及

利用离子通道抑制剂、咖啡因和基因缺失突变株等

方法探究内质网Ca2+释放对细胞趋电性迁移的影响

及其作用机制，为进一步揭示电信号在哺乳动物细

胞迁移相关的重大生理和病理事件中的分子机制提

供理论参考。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞

野生型AX2 （美国加州大学戴维斯分校赵敏

教授和约翰霍普金斯医学院Peter N Devreotes教授

共同赠予）；突变株 Gα2
-、Gβ-、Gγ-，Erk2- （日本 

NBRPNenkin （National BioResource Project 

Cellular slime molds）机构惠赠）。

1.1.2　主要试剂及其配制

HL5 培 养 基 、 发 育 缓 冲 液 （development 

buffer， DB）、10×Steinberg’s 溶液配制方法参考

文献［34］。

荧 光 染 料 配 制 ： DMSO/Pluronic F127

（Solarbio，P6790）溶解0.1 mg的钙荧光探针Fluo-

4， AM （Solarbio， F8500）， 配 制 成 浓 度 为 2 

mmol/L 的母液，－20 ℃保存，实验前稀释至 2.2 

μmol/L工作浓度。

无 Ca2+细胞发育缓冲液（Ca2+ free）：10×磷酸

缓冲液 100 ml，2 mol/L MgSO4 1 ml，去离子水定

容至1 L。

乙二醇双 （2-氨基乙基醚） 四乙酸 （EGTA，

上海源叶生物科技有限公司）：使用Ca2+free缓冲液

稀释为5 mmol/L工作液。

咖啡因（昆明理工大学许敏教授惠赠）使用

DB缓冲液稀释为2 mmol/L工作液浓度。

钌红 （北京酷来搏科技有限公司，CR9621）

和氯化镧（上海跃龙有色金属有限公司）使用DB

缓冲液均稀释为20 μmol/L工作液浓度。
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1.2　方法

1.2.1　细胞培养

从－80℃冰箱中取出冻存的细胞，室温使之

融化，用HL5培养基进行无菌培养，22℃贴壁4 h，

更换新的 HL5 培养基，22℃继续培养至细胞浓度

达2~4×106/ml后传代，传3代后可用于实验。

1.2.2　细胞趋电性实验

细胞趋电性研究方法参考文献［34］。简述如

下：取对数生长期的细胞接种于 12孔板培养 16 h

后，去除旧培养基，DB缓冲液清洗 2次后，加入

2 ml DB缓冲液，22℃饥饿处理3 h，重悬后取适量

细胞接种于自制的趋电小室，贴壁5 min后，根据

实验需求，在小室两端分别施加 0、3、6、12 V/

cm 的直流电场，用带有电荷耦合器件 （charge 

coupled device，CCD） 照相机的显微镜记录细胞

运动情况，每隔1 min拍摄1次，连续拍摄30 min。

拍照结束后， ImageJ 软件绘制细胞运动轨迹图

（最终位置落在电场负极方向的细胞运动轨迹用黑

色表示，落在电场正极方向的细胞运动轨迹则用红

色 表 示）， 定 量 分 析 细 胞 运 动 的 方 向 性

（directedness （cosθ） ） 、 方 向 持 续 性

（persistency）、轨迹速度（track speed）、位移速度

（displacement speed）四个参数，每组实验至少重

复3次，每个视频分析30~50个细胞。

1.2.3　钙信号成像

取指数生长期的细胞，在DB缓冲液中饥饿处

理2 h后，用含2.2 μmol/L Fluo-4的DB缓冲液避光

处理 60 min。用 DB 缓冲液离心洗涤 2 次以去除

Fluo-4。取适量细胞接种于趋电小室并使之贴壁，

将小室置于激光共焦显微镜上，然后对其施加6 V/

cm的直流电场或 2 mmol/L咖啡因处理，利用 494 

nm 波长激发荧光，并收集 516 nm 的荧光波长，

CCD相机每隔1 min拍摄1帧。

2　结果

2.1　盘基网柄菌以电压依赖的方式进行趋电性

迁移

为探究Ca2+对盘基网柄菌趋电性迁移的影响，

本研究首先对盘基网柄菌野生型 AX2细胞分别施

加 0、3、6、12 V/cm 的直流电场 30 min，利用

ImageJ 软件对细胞在不同电压电场中的趋电性迁

移进行定量分析，结果显示（图 1），细胞在没有

电场作用时呈随机迁移，且运动缓慢，施加直流电

场后，细胞朝向电场负极迁移。方向性结果分析显

示，无电场作用时，细胞的趋电性指数趋近于 0，

方向持续性指数为0.21±0.01；施加3 V/cm电场后，

细胞趋电性增强，趋电性指数增加至0.39±0.07（P

<0.001），方向持续性指数增加不显著；随着电压

强度的增加，在 6 V/cm 和 12 V/cm的电场作用下，

细胞迁移的趋电性指数显著增加，分别为 0.66±

0.04和0.83±0.01（P<0.001），方向持续性也分别显

著增加为 0.36±0.01 和 0.47±0.01 （P<0.001），说明

随着电场强度的增加，盘基网柄菌以电压依赖的方

式逐渐增强细胞迁移的方向性。

细胞运动速度分析结果显示（图 1），没有电

场作用时，细胞的轨迹速度和位移速度分为 2.85±

0.20 和 0.62±0.04 μm/min；对其施加 3 V/cm 电场

后，数值分别显著增加为 4.01±0.16 和 0.94±0.07 

μm/min （P<0.01）；当电场强度增加为 6 V/cm 和

12 V/cm后，细胞运动的轨迹速度分别显著增加为

5.12±0.20和 5.17±0.16 μm/min （P<0.001），位移速

度分别显著增加为 1.99±0.13 和 2.25±0.12 μm/min

（P<0.001），说明随着电场强度的增加，盘基网柄

菌细胞趋电性迁移的运动速度逐渐增加，且呈电压

依赖型。综上表明，盘基网柄菌细胞以电压依赖的

方式响应直流电场刺激并进行趋电性迁移，且在不

同电压条件下，6 V/cm 电压获得的实验数据已较

为显著，而高电压容易造成实验细胞死亡，因此，

本研究最终选择6 V/cm的电场条件进行研究。

2.2　细胞内外Ca2+浓度影响细胞趋电性迁移

有研究表明 Ca2+流对细胞趋电性迁移至关重

要，本研究利用钙离子探针Fluo-4和激光共焦显微

成像技术，首先探究外源直流电场刺激对细胞内

Ca2+浓度变化的影响，结果显示（图2a、b），饥饿

处理的盘基网柄菌细胞中含有一定浓度的Ca2+，用

6 V/cm的直流电场刺激后，发现细胞内Ca2+信号随

电场作用时间的延长而逐渐增强，且增强趋势较平

缓，表明电场刺激能够增加盘基网柄菌细胞内Ca2+

的浓度。

为进一步探究电场刺激增加细胞内Ca2+浓度的

原因，本研究利用内质网Ca2+通道抑制剂钌红、细

胞膜Ca2+通道抑制剂氯化镧、Ca2+螯合剂EGTA以

及无 Ca2+free 缓冲液分别处理盘基网柄菌 30 min

后，对其施加 6 V/cm 直流电场 30 min，探究细胞

内外 Ca2+流对细胞趋电性迁移的影响。结果显示

（图 2c），在 6 V/cm 电场作用下，与对照组相比，

氯化镧和钌红处理组细胞的趋电性迁移能力均显著

降低，例如，方向性指数分别降低为0.46±0.03（P
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<0.01）和 0.41±0.02 （P<0.001）；轨迹速度分别降

低为 2.35±0.07和 2.06±0.06 μm/min （P<0.001），说

明抑制胞外Ca2+内流与胞内Ca2+释放均能抑制细胞

趋电性迁移。

为减少化学试剂对细胞状态的影响，本研究又

用物理方式抑制胞外Ca2+内流，结果显示（图2c），

在6 V/cm的电场作用下，无外钙处理组和EGTA处

理组的细胞趋电性迁移均受到不同程度的抑制，其

中无外钙处理组与对照组相比，细胞迁移的方向性

和位移速度分别显著降低为 0.46±0.03 （P<0.01）

和 1.43±0.06 μm/min （P<0.001）；而 EGTA 组与对

照组相比，细胞趋电性迁移的位移速度显著下降为

1.48±0.03 μm/min （P<0.001），方向性指数下降更

为显著，为 0.25±0.04 （P<0.001），说明减少胞外

Ca2+浓度，抑制胞外Ca2+内流会抑制细胞趋电性迁

移。综上表明，电场刺激诱导胞内Ca2+浓度增加是

胞外Ca2+内流和胞内Ca2+释放共同作用的结果。

2.3　内质网Ca2+释放影响细胞趋电性迁移

有研究发现，咖啡因能够增加内质网RyR2通

道的开放概率，促进 Ca2+释放，增加胞内 Ca2+浓

度［35］，为进一步探究电场作用下，细胞内 Ca2+浓

度增加是否涉及内质网Ca2+释放，本研究利用钙离

子探针Fluo-4和激光共焦显微成像技术，首先探究

咖啡因对细胞内Ca2+浓度的影响。结果显示，饥饿

Fig.1　Electrotaxis migration of Dictyostelium discoideum under DC electric fields with different voltage strengths
（a）  Eletrotaxis trajectory plot of Dictyostelium discoideum under DC electric fields with different voltage strengths. （b）  The migration 

directedness， persistency， track speed and displacement speed of electrotaxis migration in Dictyostelium discoideum under DC electric fields with 

different voltage strengths （n=150， **P<0.01， ***P<0.001） .
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处理的盘基网柄菌细胞内含有一定浓度的Ca2+ （图

3a、b，0 min），咖啡因处理后，细胞内 Ca2+信号

首先缓慢增强（图3a、b，1~5 min），5 min后迅速

增强，并在 10 min 后达到最大荧光信号强度，表

明大量的Ca2+进入到细胞质基质中（图 3a、b，5~

10 min），10 min后，由于荧光猝灭的原因，荧光

信号开始减弱，说明咖啡因作用能够促进盘基网柄

菌细胞内Ca2+的释放，增加胞内Ca2+的浓度。

为进一步探究内质网Ca2+释放对细胞趋电性迁

移的影响，本研究又对咖啡因或咖啡因和钌红共同

处理的细胞趋电性迁移进行研究，结果显示（图

3c），在6 V/cm电场作用下，咖啡因处理组细胞迁

移的方向性指数为 0.77±0.03，轨迹速度为 7.77±

0.19 μm/min，与对照组相比，数值均显著增加（P

<0.001），说明咖啡因可以通过增加胞内 Ca2+浓度

促进细胞趋电性迁移。而钌红和咖啡因共同处理组

Fig.2　Intracellular and extracellular Ca2+ concentrations influences the electrotaxis of Dictyostelium discoideum
（a， b）  Electric field stimulation increases intracellular Ca2+ concentration （n=15） . （c）  The migration directedness， persistency， track 

speed and displacement speed of electrotaxis migration in Dictyostelium discoideum after inhibition of intracellular and extracellular Ca2+ flux （n=

150， **P<0.01， ***P<0.001） .

PIBB Onlin
e Firs

t 

PIBB Onlin
e Firs

t 

PIBB Onlin
e Firs

t



·6· XXXX；XX（XX）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

的方向性指数为 0.49±0.06，轨迹速度为 3.66±0.15 

μm/min，与对照组或咖啡因处理组相比，数值均

显著降低（P<0.001），细胞趋电性迁移均被抑制，

说明抑制内质网Ca2+释放会抑制咖啡因对细胞趋电

性迁移的促进作用，即咖啡因是通过促进内质网

Ca2+释放增加细胞内Ca2+浓度，也说明胞内Ca2+流

是通过内质网Ca2+释放影响细胞趋电性迁移的。

2.4　内质网Ca2+释放参与G蛋白与ERK2对细胞趋

电性迁移的调控

为进一步探究内质网Ca2+释放影响细胞趋电性

迁移的作用机制，本研究首先对分别敲除G蛋白的

三个亚基突变株（Gα2
-、Gβ-、Gγ-）的趋电性变化

进行研究，探究G蛋白对细胞趋电性迁移的影响。

统计结果显示（图4a），盘基网柄菌细胞缺失Gα2、

Gβ、Gγ亚基后，在6 V/cm直流电场刺激下，细胞

趋电性迁移的方向性都有不同程度的降低，趋电性

指数统计结果显示，Gα2
-、Gβ-、Gγ-三个突变株的

趋电性指数分别为 0.45±0.05、 0.32±0.06、 0.49±

0.05，与AX2对照组0.66±0.04相比均显著降低（P

Fig.3　Release of Ca2+ from the endoplasmic reticulum influences cell eletrotaxis migration
（a， b）  Caffeine promote the Ca2+ release （n=15） . （c）  The migration directedness， persistency， track speed and displacement speed of 

electrotaxis migration in Dictyostelium discoideum after inhibition of endoplasmic reticulum Ca2+ release by ruthenium red （n=150， **P<0.01， 

***P<0.001） .
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<0.01）。另外，三个突变株的运动能力也受到不同

程度的影响，由AX2对照组的5.12±0.20 μm/min分

别显著降低为 4.16±0.13、 3.88±0.20、 4.04±0.10 

μm/min（P<0.001），以上结果说明，Gα2、Gβ、Gγ

亚基均参与调控盘基网柄菌细胞的趋电性迁移。

进一步探究G蛋白介导细胞趋电性迁移是否涉

及内质网 Ca2+释放，本研究又对咖啡因处理的

Gα2
-、Gβ-、Gγ-突变株的趋电性运动情况进行探究，

统计分析结果显示（图4a），经咖啡因处理的Gα2
-、

Gβ-、Gγ-突变株细胞在 6 V/cm的直流电场刺激下，

趋电性指数分别为 0.74±0.03、0.30±0.05、0.32±

0.05，与对照组0.78±0.03相比，除Gα2
-突变株没有

显著变化外，Gβ-和Gγ-突变株的趋电性指数均显著

降低（P<0.001），说明胞内Ca2+浓度增加能够恢复

Gα2亚基缺失所造成的细胞趋电性迁移方向性受

损，但不能恢复Gβ和Gγ亚基缺失造成的方向性受

损。咖啡因处理的Gα2
-、Gβ-、Gγ-突变株细胞的平

均轨迹速度分别为 8.07±0.22、8.90±0.25、5.47±

0.13 μm/min，与对照组7.77±0.19 μm/min相比，只

有Gγ-突变株数值显著降低（P<0.001），Gα2
-和Gβ-

突变株没有显著变化，说明胞内Ca2+浓度增加能够

恢复Gα2
-、Gβ-突变株，但不能恢复Gγ-突变株趋电

性迁移的运动速度。以上结果表明，咖啡因诱导内

质网Ca2+释放，增加胞内Ca2+浓度，能够完全或部

分恢复Gα2和Gβ亚基缺失所造成的细胞趋电性迁

移受损，但不能恢复Gγ亚基缺失造成的细胞趋电

性迁移受损。

Fig.4　Ca2+ release from the endoplasmic reticulum is involved in G protein- or ERK-mediated cell eletrotaxis.
（a）  The migration directedness， persistency， track speed and displacement speed of electrotaxis migration in wild-type cells and Gα2

-、Gβ-、Gγ- 

mutant cells. （b）  The migration directedness， persistency， track speed and displacement speed of electrotaxis migration in wild-type cells and 

Erk2- mutant cells （n=150， *P<0.05， **P<0.01， ***P<0.001； ##P<0.01， ### P<0.001） .
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为探究内质网 Ca2+释放是否参与 ERK 对细胞

趋电性的调控，本研究首先对Erk2-突变株的趋电

性进行研究，探究 ERK2 对细胞趋电性迁移的影

响，统计分析结果显示（图 4b），缺失ERK2基因

的细胞在 6 V/cm直流电场中，与野生型相比，趋

电性指数降低为 0.30±0.05，位移速度降低为 1.26±

0.07 μm/min，二者存在显著差异 （P<0.001），说

明ERK2参与调控盘基网柄菌细胞的趋电性迁移。

进一步探究内质网Ca2+释放与ERK2调控细胞趋电

性迁移的关系，本研究用咖啡因处理细胞，促进内

质网释放 Ca2+，探究 Erk2-突变株趋电性迁移的变

化情况，统计分析结果显示（图4b），咖啡因处理

后，ERK2-突变株的趋电性指数为0.24±0.05，与未

施加咖啡因组相比没有显著变化，而细胞平均轨迹

速度显著增加为 4.51±0.10 （P<0.01），说明内质网

Ca2+释放会恢复ERK2基因缺失所造成的细胞运动

速度降低，但不能恢复细胞方向性受损。综上表

明，内质网Ca2+释放参与G蛋白与ERK2介导的细

胞趋电性迁移的调控过程。

3　讨论

研究发现，Ca2+是影响细胞趋电性迁移的重要

因素之一，在肺癌细胞中，直流电场刺激会促进肌

动蛋白重组以及激活牵张激活性阳离子通道

（stretch-activated cation channels，SACCs） 增加胞

内Ca2+浓度，抑制该通道的开放会抑制细胞趋电性

迁移［29］；在人乳腺癌细胞迁移过程中，也发现电

刺激会导致乳腺癌胞内 Ca2+浓度增加［30］。本研究

发现，在盘基网柄菌中，6 V/cm 电场刺激会诱导

胞内 Ca2+浓度增加，且当用 EGTA 或 Ca2+free 缓冲

液去除胞外Ca2+后，细胞趋电性迁移能力降低，表

现为细胞迁移的方向性受损，而轨迹速度未受影

响，这与 Zhao［33］的研究结果一致，而 Zhao 所用

的电场条件为 20 V/cm，说明胞外Ca2+内流对细胞

趋电性迁移的促进作用不受电压强度的影响。已有

研究表明，细胞迁移与胞外Ca2+内流和胞内Ca2+释

放都有关［33， 36-38］，前人研究发现胞外Ca2+内流显著

影响盘基网柄菌的趋电性迁移，而胞内内质网Ca2+

释放对其趋电性迁移的影响尚不清晰，本研究发现

电场诱导胞内Ca2+浓度增加的原因，除胞外Ca2+内

流外，还有胞内内质网钙库的释放。此外，在盘基

网柄菌趋化性迁移的研究中，发现胞外Ca2+内流会

影响细胞迁移的轨迹速度；而本研究发现，在趋电

性迁移中，胞外Ca2+内流不会影响细胞迁移的轨迹

速度，说明介导细胞趋电性迁移与趋化性迁移的信

号通路有所不同，揭示它们之间的差异有助于理解

和认识细胞对环境适应的生物学过程。

G蛋白介导的信号通路在细胞迁移中发挥重要

作用。盘基网柄菌中含有11个Gα亚基、1个Gβ亚

基以及 1 个 Gγ亚基，有研究发现G 蛋白参与调控

盘基网柄菌的趋电性迁移，具体为，在高电压电场

（20 V/cm）刺激下，Gα2亚基和Gβ亚基都只影响细

胞运动的速度但不影响方向［19-20］，而对Gγ的研究

暂无文献报道。本研究发现，在低电压电场（6 V/

cm） 刺激下，盘基网柄菌中的三个 G 蛋白亚基

Gα2、Gβ、Gγ分别缺失后，细胞的趋电性迁移能力

均不同程度的降低，三个亚基对细胞迁移的方向和

速度都有影响，说明 Gα2、Gβ、Gγ三个亚基在细

胞趋电性迁移中均发挥一定的作用，且在不同电压

电场下的调控作用有所不同，补充了盘基网柄菌趋

电性迁移中Gγ亚基的作用，为G蛋白在细胞趋电

性迁移中的分子机制研究提供新的理论基础。

还有研究发现，咖啡因可以激活内质网兰尼碱

受体（RyRs）介导的 Ca2+通道，促进内质网释放

Ca2+，例如，在骨骼肌细胞［39］、心肌细胞［40-41］以

及小鼠神经母细胞瘤［35］中，均发现咖啡因可以作

为RyR受体激活剂，促进Ca2+释放，增加胞内Ca2+

浓度［42］。本研究发现，在盘基网柄菌中，咖啡因

会通过促进内质网 Ca2+释放，增加胞内 Ca2+浓度，

为盘基网柄菌趋电性迁移分子机制研究中，咖啡因

作为其内质网 Ca2+通道激活剂提供了直接证据支

持。此外，对Gα2
-、Gβ-、Gγ-突变株分别施加咖啡

因处理，促进内质网 Ca2+释放会完全或部分恢复

Gα2亚基和Gβ亚基缺失所造成的趋电性迁移受损，

说明内质网Ca2+释放参与G蛋白对细胞趋电性迁移

的调控。MAPK是细胞定向迁移的重要信号分子，

ERK 是其家族的成员，在细胞趋电性迁移中发挥

重要作用。大量研究发现，ERK 的磷酸化水平变

化可以调控细胞趋电性迁移，例如在上皮细

胞［43-44］、纤维肉瘤细胞［45］、角质形成细胞［46］和人

星形胶质细胞［47］中，电场都通过促进ERK的磷酸

化进而促进细胞趋电性迁移；盘基网柄菌只含有两

种 ERK，ERK1 和 ERK2，最新研究发现 IPK3s 介

导的ERK1/2的激活参与调控盘基网柄菌细胞的趋

电性［22］，而ERK缺失对其趋电性迁移的方向和速

度的具体影响尚不清晰。本研究发现，ERK2基因

缺失的盘基网柄菌细胞的趋电性迁移能力降低，主

要表现为方向性和位移速度显著降低；咖啡因处理
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促进细胞内质网 Ca2+释放后，部分恢复了 Erk2-突

变株的趋电性，说明EKR2介导盘基网柄菌细胞的

趋电性迁移，且调控过程中可能涉及内质网Ca2+释

放，并且推测后者可能通过调控ERK磷酸化进而

影响细胞趋电性迁移。综上，本研究为Ca2+、G蛋

白以及ERK在细胞趋电性迁移中的影响及作用机

制提供了新的参考，但对于内质网Ca2+释放在G蛋

白和ERK2介导的细胞趋电性迁移中的具体作用还

需进一步的实验研究。

4　结论

内质网Ca2+释放介导细胞趋电性迁移，且参与

G蛋白和ERK2对细胞趋电性迁移的调控过程。
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Graphical abstract

Abstract　Objective As a second messenger in intracellular signal transduction, Ca2+ plays an important role in 

cell migration. Previous studies have demonstrated that extracellular Ca2+ influx can promote electric field-guided 

cell migration, known as electrotaxis. However, the effect of intracellular Ca2+ flow on electrotaxis is unclear. 

Therefore, in this study, we investigate the effect of Ca2+ flux on the electrotaxis of Dictyostelium discoideum.

Methods The electrotaxis of Dictyostelium discoideum was investigated by applying a direct current (DC) electric 

field. Cell migration was recorded using a real-time imaging system. Calcium channel inhibitors, the extracellular 

Ca2+ chelator EGTA, Ca2+-free DB buffer, and caffeine were applied to investigate the impact of intra- and 

extracellular Ca2+ flow on electrotaxis. The involvement of G proteins and ERK2 in directed cell migration 

mediated by endoplasmic reticulum Ca2+ release was explored using mutants. Results Dictyostelium discoideum 

migrated toward the cathode in the electric field in a voltage-dependent manner. The intracellular Ca2+ 

concentration of the cells was significantly increased in the electric field. Inhibition of both extracellular Ca2+ 

influx and intracellular Ca2+ release suppressed cell electrotaxis migration. Inhibition of endoplasmic reticulum 

Ca2+ release induced by caffeine significantly impaired the electrotaxis of Dictyostelium discoideum. Deletion of 

Gα2, Gβ, Gγ, and Erk2 notably reduced the electrotaxis of the cells. Enhancing Ca2+ release mediated by caffeine 

restored the electrotaxis of the Gα2- , Gβ- , and Erk2- mutant cells partially or completely, but did not restore 

electrotaxis in the Gγ- mutant cells.Conclusion Ca2+ release from the endoplasmic reticulum regulates electrotaxis 
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migration in Dictyostelium discoideum and is involved in the regulation of cell electrotaxis by G proteins and 

ERK2.  

Key words　calcium flux, endoplasmic reticulum, electrotaxis, cell migration, Dictyostelium discoideum
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