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一、前言

細胞遷移在許多生理學以及病理學過程中皆

扮演很重要的角色，受到了遷移信號以及化學

物質濃度梯度的調控而造成細胞移動。譬如胚

胎發育 (embryogenesis)，發炎反應 (inflammatory 
responses)，傷口癒合 (wound healing)，以及癌症
轉移 (cancer metastasis)等 (1-3)。

本篇研究著重於癌細胞的遷移現象，因為我國

癌症連續三十幾年為死因之首，當癌症轉移後往往

在微流道裝置內利用電場調控肺癌細
胞的趨化現象
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細胞在體內會受到許多物理性或化學性因子的影響。先前許多研究中已經證實了不同癌細胞的趨電性現

象。另外，由上皮生長因子觸發的信息路徑也已被發現與數種癌細胞的移動有關。在本研究中我們建立了

一個具有穩定上皮生長因子濃度梯度以及直流電場的微流道細胞培養裝置，並藉由電場調控肺癌細胞在上

皮生長因子濃度梯度中的移動。結果顯示當上皮生長因子濃度梯度為 0.5 M/mm，同時施加 360 mV/mm 
反方向的電場，肺癌細胞趨化性會變得不明顯，在觀測時間內的移動路徑也會縮短。研究中也利用兩種不

同的肺癌細胞株證明了電場可以調控肺癌細胞在上皮生長因子濃度梯度中的移動方向。

The migration of cancer cells is affected by many physical or chemical factors. For example, the signalling 
pathways induced by epidermal growth factor (EGF) have been verifi ed to be related to the metastasis of various 
types of cancer cells. The electrotaxis of cancer cells could also play significant roles in cancer metastasis. We 
employed direct-current electric fi elds (dcEFs) to modulate the chemotaxis of lung cancer cells in a microfl uidic 
cell culture device that incorporates both stable concentration gradients and dcEFs. We found that the chemotaxis of 
lung cancer cells induced by a 0.5 M/mm concentration gradient of EGF can be nearly compensated by a 360 mV/
mm dcEF. When the effect of chemical stimulation was balanced by the electric fi eld, the cells migrated randomly, 
and the path lengths were reduced. We also demonstrated electrically modulated chemotaxis of two types of lung 
cancer cells with opposite directions of electrotaxis in this device.
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病情會急遽惡化，導致治療失敗。因此該如何預防

癌細胞轉移，與癌症轉移的相關機制是非常值得深

入研究探討的。

癌細胞轉移過程是非常複雜的，譬如細胞會受

到微環境內物理因子或化學因子的影響、細胞之間

的交互作用等等。趨化性 (chemotaxis) 泛指細胞要
進行遷移時感受到外界可溶性化學因子的濃度梯度

而決定移動的方向(3, 4)。此外，機械張力、基質硬

度、電場等物理性因子的刺激，也會影響細胞的移

動特性(5-9)。由於腫瘤微環境並不只存在單一刺激

因子，所以研究癌細胞在兩種不同的環境因子 (化
學濃度梯度以及物理性刺激) 共同影響下的移動行
為是相當重要的。

內生性電場 (endogenous electric fi elds) 已經被
發現存在於傷口、受傷組織以及周邊血管，此電場

可能是一個重要的細胞遷移誘導因素(10, 11)。許多

類型的細胞，在受到電場刺激後會產生不同的方向

性，稱為細胞的趨電性。近年來細胞的趨電性開始

引起大家的興趣，尤其在腫瘤微環境中，趨電性可

能也是影響癌細胞轉移的重要物理性因子之一。

在腫瘤組織內，化學濃度梯度以及內生電場可

能以同向誘導或反向誘導共同存在，在傳統的細胞

培養環境中要模擬這種多重環境因子對細胞的影響

是非常困難的，因此開發微流道細胞培養裝置，精

準的控制不同的環境因子，對研究癌細胞的轉移機

制將帶來更多的突破。微流道裝置用於活細胞的檢

測已經是十分成熟的技術，其優點為可同時產生多

種控制變因、裝置體積小、且較易調控細胞在裝置

內的環境。在過去十幾年來，已經開發了各種微流

體裝置，用於觀測細胞的各種特性。近三十幾年

來，趨化性對癌細胞造成的影響，一直是癌症研究

的重點項目之一，所以已經有許多研究人員發明了

可以觀測細胞趨化性的微流道元件(12-17)。此外細胞

趨電性的研究也漸漸受到重視，因此可以進行電場

刺激的微流體細胞培養裝置也漸趨成熟(5, 9, 18-23)。

本研究的目的是建立一均勻電場以及不受電場

影響的穩定化學濃度梯度的細胞培養裝置，讓我們

可以觀測在電場以及化學梯度兩種因素的刺激之下

細胞的移動。此裝置讓我們可以比較癌細胞趨電性

與趨化性的強度，對於腫瘤轉移的研究或組織發育

的探討非常有應用價值。

本研究中選擇使用上皮生長因子 (epidermal 
growth factor, EGF) 來產生濃度梯度，因為體內許
多生理過程都需要藉由上皮生長因子來促進上皮

細胞的增殖、分化、加速新陳代謝等。當上皮生

長因子與細胞膜上的上皮生長因子受體 (epidermal 
growth factor receptor, EGFR) 接合後，將會啟動下
游訊息路徑，經由活化相關的蛋白，增加細胞的

移動能力，並且有許多研究指出細胞上皮生長因

子受體會受到電場的刺激而影響細胞的移動(19, 21, 24, 

25)。

在接下來的內容中，將詳細介紹研究中所使用

的微流道細胞培養裝置，以及實驗過程與結果。本

研究成功的將化學濃度梯度以及電場兩種不同的影

響因子整合在同一裝置內，比較了不同濃度的化學

濃度梯度以及不同大小的電場對細胞的影響，最後

成功的利用電場調控細胞在化學濃度梯度下的移動

方向。

二、微流道細胞培養裝置與實驗設計

1. 微流道細胞培養裝置的結構與製程　
本研究中所設計的微流道細胞培養裝置結構

如圖 1 所示。主要由 Y 字型流道與一字型流道結
合而成。Y 字型流道有兩個入口，一個出口。從入
口往出口方向的長度分別為 1 cm、2 cm、1 cm，
寬度 1.0 mm，高度 100 m。一字型流道長度為 2 
cm，寬度為 0.2 mm。中間觀測區細節如圖 1 右下
角所示，長度為 0.5 mm，寬度為 0.2 mm，高度為 
20 m。此裝置的流道設計主要是參考 Saadi 等人
所發明的 microfl uidic ladder chamber 裝置(13)，該團

隊研究發現兩旁主流道高度若與中間連通流道之高

度差異越大，則在中間連通流道內越不會有流場產

生，可避免剪應力影響細胞的分化與移動。而且

當一個主流道中注入可溶性藥物時，在中間連通

流道中可以產生穩定的濃度梯度。此微流道細胞

培養裝置是利用微影技術加上 polydimethylsiloxane 
(PDMS) 翻模程序製成。　　
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在此裝置中，產生電場的方式是利用銀電極和

氯化銀電極的氧化還原反應，產生氯離子流電流。

在連通流道兩端利用鹽橋連接兩個電極，其中氯化

銀電極為負極，銀電極為正極。外加直流電壓時，

負極會消耗氯化銀，正極則會產生氯化銀。氯化銀

的電解電位為 0.22 V，水的電解電位為 1.23 V，當
氯化銀解離時，水尚未達到解離電位；因此可確定

流經過連通流道為氯離子流。當這氯離子流流經細

胞培養裝置的觀測區，即可在細胞培養觀測區中產

生一均勻的電場。電極使用一段時間後需定期的更

換，以防止電極反應飽和而無法再產生離子流迴路
(21)。

2. 微流道細胞培養裝置的特性模擬與測量
(1) 電場
我們利用 COMSOL Multiphysic 軟體來模擬

電場在微流道細胞培養裝置的大小以及分佈的情

形，電場模擬選用的模組微傳導介質 DC，細胞培
養液的電導值為 1.38 1m1。入口面設定流速 100 
 l/hr，鹽橋的兩端一端設定為 1 V，另一端設為 0 
V。從模擬的結果 (圖 2(a)) 得知細胞培養觀測區為
一均勻的電場，細胞培養觀測區的高度為 20 m，
相較於兩邊高度為 100 m，因此細胞培養觀察區
電阻很大，在主要細胞觀察區與兩旁主流道的電場

大小有明顯的不同。完成模擬之後，接下來實際測

量細胞培養觀測區的電場大小。首先藉由電源供應

器供外加電壓，在細胞觀察區的兩端插入相距 500 
m 的銀電極，電極的兩端連接電錶，以測量兩端

圖 1.
 微流道細胞培養裝置照片，以及裝置
的結構圖。在照片中以紅墨水注入一

個主流道，代表實驗進行時的情形。
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圖 2. (a) 微流道裝置內電場的模擬圖，內部電流值
為 2.76 A，上方為側視圖電場，下方為流道
底層電場。(b) 電場實際測量值與理論值關係
圖。黑色點為模擬值，紅色點為測量值。所

有量測數據由五次實驗獲得，證實此裝置產

生電場的穩定性相當高。
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電壓差的值。將測得的電壓值代入 (2.1) 式，則可
求得觀察區的電場大小。從測得的電壓以及電流的

大小，繪製電壓與電流的關係圖，如圖 2(b)，實際
測量出的斜率為 172  15 mV/(mm·A)，理論值的
斜率為 181 mV/(mm·A)。由理論值與實際值比較
得知，量測的細胞培養裝置內的電場值與理論值相

當符合。

( )dIV IR I IAE
d d d A GA




      (2.1)       

G = 1.38 1m1 (細胞培養液的電導係數) (2.2)                       
E = 裝置內部電場       
V = 電錶測得的電壓差值
d = 兩銀電極之間的距離  
I = 整個迴路產生的電流
R = 裝置內部的電阻      
  = 細胞培養液的電導係數
A = 觀測區的截面積

(2)濃度梯度
我們使用 COMSOL Multiphysic 軟體來模擬濃

度梯度在微流道細胞培養裝置中的分佈情形。在

模擬中，設定 Dulbecco’s Modifi ed Eagle's Medium 
(DMEM) 的密度為 990 kg/m3，DMEM 的動黏滯
細數設定為 103  kg/m/s。在兩條主流道，一邊設
定上皮生長因子 (EGF) 的濃度為 0.1 M，分子量
為 6400 Da，擴散係數為 D = 1.66  106 cm2/s(26)；

另一邊濃度設定為 0，兩條主要流道輸入流速皆為 
100  l/h。 模擬的結果如圖 3(a)，大約在一小時左
右，觀測區的濃度達到穩定 (線性)。
在完成模擬之後，我們實際測量上皮生長因

子在流道內濃度梯度的分佈，如圖 3(b)，使用接有 
Alexa Fluor 488 螢光染劑的 EGF 進行螢光強度測
量。因為 EGF 的等電位點為 pH 4.6 ，在 PH ~7 的
培養液中帶負電(27)，可能會造成 EGF 在電場下往
正極偏移的現象，所以在化學濃度梯度的測量中，

分別比較沒有加電場、有加電場並且反轉電場方

向、及在大電場下對 EGF 濃度梯度分佈的影響。
結果顯示當電場為 540 mV/mm 時不管在沒有加電

場或有加電場的環境中上皮生長因子分佈並不會

受到影響，在大電場下才會些微的受到電場的影

響，這個結果說明了在本研究中所使用的電場下 
(180－540 mV/mm)  EGF 的濃度梯度並不會受到電
場影響，且在觀測區的 400－600 m 位置最為線
性 (圖 3(b) 方框處)，因此最後只計算這個範圍內
的細胞移動。

(a)

(b)

圖 3. (a) 模擬沿著觀測區內化學濃度梯度隨時間的
變化。(b) 實際測量觀測區內 8 小時後細胞上
皮生長因子的濃度梯度。EGF 代表電場負
極在上皮生長因子 (EGF) 濃的方向，EGF 
代表電場正極 EGF 濃的方向，在翻轉電場
正負極觀測化學濃度梯度的變化，當電場大

小在 540 mV/mm時，電場的方向不影響晶
片內濃度梯度的變化，當電場高達 1080 mV/
mm時，晶片內的濃度梯度才會受到些微的影
響。
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3. 細胞樣品準備
本實驗使用人類肺腺癌 CL1-5 細胞及 A549 細

胞。其中 CL1-5 細胞是由國立台灣大學醫學院楊
泮池教授的研究團隊提供。CL1-5 細胞屬於貼附
型的細胞，形態上為間質狀 (mesenchymal-like)，
類似紡錘狀。培養時是貼附於培養皿底部生長。

CL1-5 細胞的侵入性為 CL 系列中最強(28)，且表現

正極的趨電性(18)。培養此細胞的培養基為 DMEM 
培養液，含有 10% 胎牛血清及 1% 抗生素。實驗
時置於攝氏 37 度且含有 5% 二氧化碳的細胞培養
箱中。實驗時須將細胞分盤於 100 mm 的培養皿
上，不超過 30 代。進行微流道裝置實驗時培養液
換為 L-15 培養液，使細胞在實驗過程中酸鹼值更
能保持恆定。上皮生長因子溶於無菌水中，在本實

驗時的濃度梯度為 0.5 M/mm。
在利用電場調節細胞趨化性的實驗中，我們採

用了另一株肺癌細胞 A549，作為對照。先前 Yan 
等人的研究中顯示 A549 細胞在電場作用下具有朝
向負極的趨電性(19)，和 CL1-5 細胞相反，因此可
以在微流道的環境中，觀測環境刺激對兩種不同行

為的細胞株所產生的影響。培養 A549 細胞的培養
液為 F-12K，含有 10% 胎牛血清及 1% 抗生素。

4. 實驗數據的擷取與分析
我們觀測 CL1-5 細胞在微流道細胞培養裝置

中，化學濃度梯度或電場影響下的移動情形。本實

驗使用的觀測系統為相位對比顯微鏡，鏡頭是 NA 
值 0.25 的 10 倍物鏡。實驗中每 5 分鐘拍攝一張影
像，再利用本實驗室已經編寫好的 LabVIEWTM 程

式來選取細胞的邊界及計算細胞的幾何中心位置，

得到幾何中心之後，使用 Chemotaxis and Migration 
Tool 軟體 (idibi, version 2.0) 畫出細胞的軌跡圖。
除了觀察細胞移動的軌跡外，我們也分析細胞的

方向性 (directedness) 和 Y 軸方向的速度 (Vy)。方向
性 (directedness) 的定義為 Y/L，Y 為細胞位移量在 
Y 軸方向的投影，而 L 為細胞在觀察期間的位移
量。Y 方向速度 (Vy) 為 Y/T，T 為觀察的時間。

圖 4(a) 和圖 5(a) 顯示細胞在上皮生長因子濃
度梯度以及電場下的移動軌跡圖，軌跡圖中將所

有細胞的起始點位置皆訂為原點，每 20 分鐘取一
個位置點；圖 4(b) 和 5(b) 為統計細胞方向性以及 
Y 方向速度所得到的統計圖，每一筆資料至少統計 
15 隻細胞的移動路徑。

三、結果與討論(29)

1. 肺癌細胞的趨化性及趨電性
圖 4 的結果中展現了三種不同的　EGF 濃度

梯度對細胞移動的影響。圖 4(a) 中紅色軌跡線表
示細胞往濃度梯度高的方向移動。圖 4(b) 中量化
了軌跡圖中細胞的方向性以及 Y 方向速度，圖中
顯示濃度梯度的高低，並沒有明顯的影響細胞 Y 
方向速度大小 (最大值大約只到 0.2 m/min)，但是
隨著濃度梯度增加，細胞移動的方向性表現更明

顯，所以我們推測 EGF 濃度梯度會誘導細胞的移
動方向，但並不會使細胞的移動速度明顯增加。

圖 5 的結果中比較 CL1-5 細胞在不同電場下
的移動軌跡，實驗中使用的電場範圍為 180－540 
mV/mm，符合動物體內生電場 50－500 mV/mm 的
範圍(10, 11, 30)。在實驗中最大的電場 540 mV/mm 下
連續刺激 8 小時，細胞的型態並沒有受到影響，在 
900 mV/mm 的電場下，細胞才會有明顯凋亡的現
象，表示實驗中所使用的電場並不會破壞細胞的活

性。在圖 5(a) 中可以發現未施加電場時，細胞移
動軌跡呈現任意分佈，並沒有特定傾向於同一方向

移動。圖中黑色軌跡代表往電場正極的方向。開始

加入電場後，隨著電場值的增強，細胞往正極移動

的現象越明顯。圖 5(b) 中也統計在不同電場大小
的 Y 方向速度和方向性。隨著電場的增強，Y 方向
速度和方向性也越來越大，尤其在電場大小為 540 
mV/mm 時 Y 方向速度可以到達 0.4 m/min。由此
可知，電場對 CL1-5 細胞移動的影響是非常顯著
的。

圖 6 證明了電場可以即時調控細胞的方向性，
施加 360 mV/mm 大小的電場，並且每三小時反轉
一次電場的方向，測量每三小時內的 Y 方向速度
以及方向性，發現電場作用一個小時內就會改變細

胞移動的方向性。
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2. 電場與濃度梯度同時存在時細胞的移動情 
形
我們在細胞培養裝置中同時加入兩種刺激因

子，電場以及 EGF 濃度梯度，濃度梯度固定為  
0.5 M/mm，改變電場的大小。從圖 7(a) 細胞移

動的 Y 方向速度以及方向性得知，在電場 180 mV/
mm 且濃度梯度同時存在時，大部份的細胞還是傾
向往 EGF 濃度高的方向移動；隨著電場的增加，
當電場大小為 360 mV/mm，Y 方向速度以及方向
性都趨近於 0，而且統計誤差較大，表示可能細胞
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圖 5. 
(a) CL1-5細胞在不同大小電場的軌跡
圖。(b) 不同電場大小的 Y 方向速度 
(Vy) 和方向性。誤差線：標準誤 。
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胞移動的影響產生競爭的情形。當濃度梯度固定，

電場值較小時，細胞傾向於趨化性的表現；而當電

場加大，細胞傾向於趨電性的表現。

3. 利用電場調控肺癌細胞的趨化現象
由細胞同時受到電場和濃度梯度的方向性實驗

發現，電場大小為 540 mV/mm，且上皮生長因子
濃度梯度為 0.5 M/mm 時，細胞受到電場的影響
表現比較明顯。因此，我們可以藉由 540 mV/mm 
的電場調控在上皮生長因子濃度梯度為 0.5 M/mm 
環境中細胞的移動方向。我們使用了兩種不同的肺

癌細胞株 CL1-5 細胞和 A549 細胞，在直流電場中 

圖 6.
 每 180 分鐘反轉電場的方向，並計算
每一段時間內個別的 Y 方向速度 (Vy) 
以及方向性。誤差線：標準誤。

圖 7.
 (a) CL1-5 細胞同時受到電場和濃
度梯度作用的 Y 方向速度以及方向
性。上皮生長因子濃度梯度固定為 
0.5 M/mm。誤差線：標準誤。

CL1-5 細胞朝向正極移動(18) 而 A549 細胞則表現朝
向負極的趨電性(19)。實驗中每 2 小時反轉電場的
方向。圖 8(a) 為細胞 CL1-5 細胞的移動軌跡，一
開始，細胞只有受到濃度梯度 0.5 M/mm 影響，
細胞往濃度梯度高的方向移動，之後，再加入電
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影響，往濃度梯度高的方向移動。圖 8(b) A549 細
胞的趨電性是朝向負極，和 CL1-5 細胞相反，所
以作為 CL1-5 細胞的對照實驗，可以分析兩種不
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同行為的肺癌細胞在相同電場調控下的移動現象。

A549 細胞一開始也是往化學濃度梯度高的方向移
動，接下來加入了電場，細胞便開始往負極移動，

反轉電場方向，A549 細胞也會跟著轉向新的負極
方向移動。在 120-240 分鐘時，電場和化學濃度梯
度為同方向作用，比較兩株不同的細胞，發現當

作用力同向的時候 A549 細胞的方向性較 CL1-5 明
顯，這有可能是因為上皮生長因子受體在電場下分

佈在負極(21)，和 A549 細胞的趨電方向相同，所以
導致移動方向較 CL1-5 細胞更明顯，可能也因此
使得 A549 細胞在 240-360 分鐘電場反向時，無法
及時的轉向。

圖 8. 
(a) 藉由電場調控 CL1-5 移動軌跡
圖。(b) 藉由電場調控 A549 遷移軌
跡圖。

四、結論

在本研究中，我們建立了微流道細胞培養裝置

研究肺癌細胞在電場下的趨電性現象，以及存在化

學濃度梯度的趨化現象，並且使兩種刺激因子共同
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且反方向作用時，對細胞來說會產生互相抗衡的作

用力，當電場為 360 mV/mm 以及上皮生長因子濃
度梯度為 0.5 M/mm 時兩種不同因子達到互相平
衡的狀態，但若反轉電場方向，使得兩種不同因子

同方向作用，則會有互相加成的效果，細胞 Y 方
向的速度以及方向性皆會增加。最後我們展現利用

電場調控兩種肺癌細胞 (CL1-5、A549) 在濃度梯度
中的方向性。

近年來生物微機電技術快速發展，癌細胞的趨

電性對於控制腫瘤的轉移以及治療逐漸受到重視，

在微流體中結合電刺激以及其他不同的刺激因子，

例如化學濃度梯度、底部基質的力學特性，將會使

我們更加了解在腫瘤的微環境中癌細胞運動的實際

情形，希望能夠對於腫瘤的發展與轉移提供更多知

識。
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