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摘要 哺乳动物细胞的有丝分裂过程与细胞的增殖、分化以及生物体发育、组织器官形成、损伤组织的修复和疾病的发生有

关．广泛存在的力学刺激能否对细胞有丝分裂方向产生影响，以及其影响有丝分裂定向的途径尚未完全阐明．采用小鼠成纤

维细胞作为模型，研究周期性单轴拉伸力学刺激对细胞应力纤维排布和有丝分裂方向的影响．结果表明，周期性单轴拉伸诱

导细胞有丝分裂与应力纤维垂直于拉伸方向排布．而阻断应力纤维的两种基本组成成分(微丝和肌球蛋白域)，会造成在周期
性单轴拉伸条件下的应力纤维和有丝分裂方向重排．特别是，Y27632 (10 滋mol/L)和低浓度的 ML7 (50 滋mol/L)、Blebbistatin
(50 滋mol/L)可以诱导细胞有丝分裂与应力纤维平行于拉伸方向排布．统计结果表明，在不同实验条件下，应力纤维排布和有
丝分裂方向均具有高度相关性．Western blot实验表明，肌球蛋白轻链磷酸化水平与周期性单轴拉伸刺激下的应力纤维排
布和有丝分裂方向密切相关．上述结果提示：周期性单轴拉伸力学刺激通过诱导应力纤维的排布，决定了细胞的有丝分裂

方向．
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动物细胞的增殖、分化以及胚胎发育、组织器

官形成和损伤组织的修复等都与细胞的有丝分裂过

程密切相关．有丝分裂过程不仅具有增殖细胞数量

的功能，其方向性也具有重要意义．例如：通过控

制有丝分裂方向，干细胞实现不对称分化，从而决

定了子代细胞的命运[1-3]；有丝分裂方向的调控对

表皮形态生成素(epimorphin)诱导管腔样结构的发
生也具有重要意义[4]．因此，近年来，对于有丝分

裂定向的研究受到越来越多的关注．研究表明，有

丝分裂纺锤体的定位过程受到细胞外微环境和胞内

因素的影响．Th佴ry等[5]证实，细胞外基质的空间

分布可以影响有丝分裂方向的确定，表明物理因素

参与了细胞有丝分裂定向的调控过程．整合素和应

力纤维(微丝和肌球蛋白)与细胞感知力学环境的通
路密切相关，它们已被证实参与了有丝分裂定向的

过程[6-7]．这些现象提示力学环境对细胞有丝分裂

的定向可能产生影响．

力学刺激广泛而普遍地存在于动物体内，并影

响细胞的多种基本功能，例如：细胞增殖、分化、

黏附和迁移等．力学刺激能否对细胞有丝分裂方向

产生影响，继而影响组织形态的发生和损伤修复过

程?阐明该问题有助于深入理解力学刺激在胚胎发
育、组织修复、干细胞分化等过程中的影响．周期

性单轴拉伸刺激是动物体内常见的力学刺激，它通

常作用于血管、肌肉和韧带上．这种力学刺激可影

响细胞的形态并导致骨架重排[8-9]，而细胞骨架的

分布则有可能影响有丝分裂的定向．因此，我们推

测周期性单轴拉伸力学刺激很可能通过影响细胞应

力纤维的排布进而影响有丝分裂的方向．

在哺乳动物体内，成纤维细胞在组织形成和损

伤修复的过程中具有重要作用，它同时也是一类重

要的感受力学信号的细胞，其将细胞外基质中的力

学信号转换为胞内一系列生物学事件，如基因、蛋
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Fig. 1 Application of cyclic uniaxial stretch
(a) Schematic drawing of the cyclic uniaxial stretch device used in this study. This device consisted of a static uniaxial stretching well and a cam/rotator

system. The sinusoidal cyclic uniaxial strain was produced in the strip by the displacement of the indenter, which was driven by the motor system. (b)

The strain measured in the silicone strip. The longitudinal strain was detected as the indenter moved forward, while the lateral strain was negligible.

These results indicated that the apparatus produced a uniaxial strain in the silicone strip during cyclic stretching. : The vertical strain; : The

lateral strain.

白质表达和信号通路传导等[10]．本文采用小鼠成纤

维细胞(murine 3T3 fibroblasts)作为模型来研究在周
期性单轴拉伸力学刺激下，细胞应力纤维排布和有

丝分裂定向，以期深入理解三者之间的关系．

1 材料与方法

1援1 周期性单轴拉伸装置

本实验所采用的拉伸装置是在 Paul Sung等提
供的等双轴拉伸装置[12]基础上改造而来(图 1a)[11]．

该装置由细胞拉伸室(culture well)、推进头(indenter)、
弹性硅胶膜(silicone membrane)、橡胶圈(O-ring)、
旋转凸轮和电机等组成．选用细条状硅膜(silicone

strip，0.6 cm)衬于拉伸装置原有的整块弹性硅胶膜
之上，并通过橡胶圈固定于拉伸室底部．凸轮在电

机驱动下，带动推进头作用于硅胶膜上．此时，整

块硅胶膜上会产生等双轴应变，而细条状硅膜上则

会产生单轴应变．实验时施加应变之后应保证细条

状硅膜与整块硅膜之间有相对滑移，以避免由于两

块膜粘连造成的细条状硅膜的侧向应变．条状硅胶

膜的应变状态通过实验测量得出：在条状硅膜上均

匀撒若干橡胶小珠，由于亲和力很强，橡胶小珠

和硅膜粘在了一起，通过显微成像测量施加应变

前后 3个小珠的位移得到条状硅胶膜的实际应变
(图 1b)．
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1援2 药品、试剂和设备

高糖 DMEM培养基和胎牛血清(Gibco公司)；
牛血清白蛋白、胰蛋白酶和 DAPI(Sigma 公司)；
Latrunculin-A、Blebbistatin、ML7、Y27632(Sigma
公司 )；罗丹明 - 鬼笔环肽 (Rhodamin-phalloidin，
Molecular Probes公司)；100 滋m硅胶微珠(Solohill
公司)；倒置荧光显微镜(日本 Olympus71X)；激光
共聚焦显微镜(德国 Leica TCS SP5)．
1援3 细胞培养及处理

小鼠成纤维细胞系(Murine 3T3 fibroblasts)购
自中国协和医科大学细胞中心．实验中，细胞按

5伊104/ml的密度接种于经高压灭菌的拉伸装置上．
细胞贴壁后对硅胶膜施加单轴拉伸应变．根据之前

的研究和哺乳动物体内生理参数，选取拉伸应变量

为 10%，频率为 1 Hz．分别观察 6、12、24 h后，
细胞应力纤维排布及有丝分裂方向．由于应力纤维

与有丝分裂方向会受到细胞与胞外基质之间及细胞

之间相互作用的影响，因此在培养细胞过程中，细

胞接种密度尽量低，以便选取独立生长的细胞进行

观察和统计．

1援4 免疫荧光染色

将细胞放入 4%多聚甲醛 (Sigma 公司 )作
用 20 min，而后加入 0.1% Triton X-100 中作用
10 min．用 PBS冲洗 2次后，用 1% BSA封闭 1 h.
加入小鼠 Tubulin-琢 抗体 (Neomarkers， Fremont，
Cal，USA) 1∶100 稀释后 4℃孵育过夜．采用
FITC 标记的抗鼠 IGG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories，West Grove，Pennsylvania，USA)和
罗丹明鬼笔环肽 (Invitrogen，Grand Island，NY
USA)按照 1∶50稀释，避光反应 30 min．细胞核
通过 DAPI(Sigma公司)染色．
1援5 Western blot
采用标准的 RIPA缓冲液，同时加入蛋白酶抑

制剂 (leupeptin,pepstatin A，aprotinin and PMSF)孵
育过夜，从细胞中提取蛋白质．经 12% SDS聚丙
烯酰胺凝胶梯度电泳将蛋白质分开，随后在 25V
电压下 30 min 将其转到聚氟乙烯膜上(Millipore，
Bedford，Massachusetts, USA)．用 TBST冲洗，并
加入 5%的脱脂牛奶，封闭 2 h 后，加入肌球蛋
白轻链磷酸化(Myosin Light Chain，MLC)的抗体
(1∶100，Santa Cruz Biochemistry) 4℃孵育过夜．
采 用 HRP 标 记 的 二 抗 (1 ∶1 000， Jackson
ImmunoResearch)反应 1 h，其中每步过程中均要
用 TBST 冲洗 3 次．所有的条带均根据 GAPDH

(36 ku， Jackson ImmunoResearch)进行归一化处
理．通过化学发光标记试剂盒进行显影．

1援6 图像处理和统计

选取独立生长的细胞进行细胞骨架微丝和细胞

核的观测，以有丝分裂中期至末期的细胞核连心线

或者赤道板的中垂线确定细胞有丝分裂方向．使用

AutoCAD的免费软件测量出有丝分裂方向、应力
纤维方向和参考方向(单轴拉伸应变方向)的夹角．
采用 Th佴ry等[5]的方法,在极坐标系中绘制柱状图．
根据实验结果，统计应力纤维与拉伸方向夹角

以及有丝分裂方向与拉伸方向夹角的算数平均值，

统计数据均以( x 依 s )表示．为了简便，在统计计
算时我们将所有的夹角值均映射到 0毅～90毅范围
内(即只考虑锐角)．对于角度数据，采用 Rayleigh
和 Watson U2检验，而其余数据采用 ANOVA 和
Student-Neumann-Keuls 检验．所有实验数据均至
少重复 3次以上．

2 结 果

2援1 周期性单轴拉伸刺激诱导细胞有丝分裂与应

力纤维垂直于拉伸方向排布

小鼠成纤维细胞按 5伊104/ml接种于经高压灭
菌的拉伸装置上．待贴壁后施加周期性单轴拉伸刺

激(应变量为 10%，频率为 1 Hz)，分别观察拉伸
6、12、24 h后细胞有丝分裂方向．由于有丝分裂
方向会受到细胞与胞外基质及细胞之间的相互作用

影响，因此在培养细胞过程中，其接种密度尽量

低，以便选取独立生长的细胞进行观察和统计．统

计结果显示，在拉伸 6、12、24 h 后，分别有
30%、35.1%和 37%的细胞有丝分裂方向与拉伸
应变之间的夹角在垂直于拉伸方向的 依 10毅之内
(图 2a～ c)．这一有趣的现象表明周期性应变的作
用下，细胞的有丝分裂方向倾向于与拉伸方向垂直

排布．

已有文献证明，在内皮细胞和成纤维细胞

中[13-14]，周期性单轴拉伸可以使应力纤维垂直于拉

伸方向排布，并且这一趋势会受到拉伸的强度[15]和

频率[16]的调控．在我们的实验结果中，细胞在周期

性单轴拉伸作用 6， 12 和 24 h 之后，分别有
34.24%、37.3%和 38.9%的细胞其应力纤维排布在
垂直于拉伸方向的 依 10毅之内(图 2a～ c)．
施加 10%的周期性单轴拉伸刺激 12 h后，停

止拉伸，保持硅胶膜表面不承受张力 2 h，此时统
计细胞应力纤维排布和有丝分裂方向．结果表明，

61· ·
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Fig. 2 Cyclic uniaxial stretch induced both stress fiber alignment and cell division
direction perpendicularly to the stretch direction

(a) Cyclic stretch. Representative images of murine 3T3 fibroblasts that underwent cyclic uniaxial stretch. Cells were subjected to 6, 12, and 24 h of

cyclic stretch (10% linear stretch, 1 Hz), and were stained with tubulin, F-actin, and DAPI respectively. We determined the cell division direction by the

line connecting the nuclei centers or the perpendicular line of the equatorial plate. (b) Unstretched control. Images of unstretched murine 3T3 fibroblasts

were kept as controls. (c) Statistical analyses . Statistical analyses of stress fiber alignment and cell division direction. The polar coordinates charts

showed the distribution of stress fiber and cell division. (d) Deprived after stretched for 12 h. The stress fiber alignment and cell division direction did

not change even after the uniaxial stretch was deprived for 2 h after they had been stretched for 12 h previously. The number of cells, n, present in each

case was labeled under each chart. The arrowhead indicated the stretch direction.

应力纤维和有丝分裂方向垂直于拉伸方向的趋势并

没有改变(图 2d)．考虑到有丝分裂过程应在 2 h内
完成，因此上述结果提示，有丝分裂方向的确定不

是受到外加力学作用的直接影响，而是很可能受到

应力纤维排布方向的控制．
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Fig. 3 Blocking of actin and myosin域 interrupted the stretch鄄induced stress fiber alignment and cell division direction
Observations and analyses of stress fiber alignment and cell division direction of cells under cyclic uniaxial stretch in the block experiment. Cells were

stained for tubulin, F-actin, and DAPI respectively. The polar coordinates charts showed the distribution of stress fiber and cell division. Number of

cells, n, was labeled under each chart. The arrowhead indicates the stretch direction.

2援2 Latrunculin鄄A干扰周期性单轴拉伸对细胞有
丝分裂与应力纤维排布方向的影响

人们从很早就开始关注细胞分裂轴定向的问

题．19世纪，Hertwig[17]提出了早期的关于细胞分

裂轴定向的假说(被称为 Rules of Sachs and Hertwig),
认为细胞总是倾向于沿着长轴分裂，从而等分为两

部分．根据这个假说，人们很容易认为周期性单轴

拉伸刺激诱导细胞的长轴垂直于拉伸方向排布，从

而导致了有丝分裂方向也呈现上述排布特点．但是

最近几年，随着人们对这一问题的认识逐渐深入，

Hertwig的理论受到了越来越多的质疑[5, 18-19]．Th佴ry
等用 Micropatern技术控制细胞的几何形状及黏附

位置，发现细胞有丝分裂方向并非由几何形状决

定，他们推测影响有丝分裂方向的因素很可能是应

力纤维．

为此，我们设计了应力纤维的阻断实验，来证

实其对周期性单轴拉伸诱导的有丝分裂方向的影

响．Latrunculin-A可以阻断 G-actin装配成 F-actin，
从而破坏细胞骨架微丝的结构[20]. 采用 Latrunculin-A
阻断应力纤维的聚合之后，我们统计了细胞的有丝

分裂方向．统计结果表明，细胞的有丝分裂方向呈

随机分布，不再受周期性单轴拉伸的影响(图 3)．
这些实验结果提示，应力纤维排布方向在有丝分裂

定向过程中起重要作用．
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Fig. 4 Western blotting assay of phosphorylation
of myosin light chain under cyclic uniaxial stretch

and the drug鄄treated experiment
GAPDH (36 ku) was used as an internal control. Histograms showed the

ratio of the phosphorylated myosin light chain to the total myosin light

chain (p-MLC/MLC) under each condition (x 依 s; n = 3), *P < 0.05. 1:

Unstretched control; 2: Cyclic stretch 6 h; 3: With(+) or without (-) ML7,

100滋mol/L 10%, 6 h; 4: With(+) or without (-) Blebbistatin, 100 滋mol/L

10%, 6 h; 5: With(+) or without (-) Y27632, 10 滋mol/L 10%, 6 h.

2援3 肌球蛋白域和 Rho/ROCK 通路参与了周期
性单轴拉伸对细胞有丝分裂与应力纤维排布方向的

影响

我们继续关注了应力纤维的另一种重要组成部

分———肌球蛋白域(myosin域). Rosenblatt等[6]发现，

由肌球蛋白域决定的质膜运动对于哺乳动物细胞中
心粒向两侧分开，以及最终纺锤体组装和定位都非

常重要．本文中，采用ML7和 Blebbistatin来间接
(阻断肌球蛋白轻链激酶活性，MLCK)[21]或者直接

阻断肌球蛋白轻链(myosin light chain，MLC)[22]的磷

酸化，以检测周期性单轴拉伸条件下，肌球蛋白域
的活性对有丝分裂定向和应力纤维排布的影响．实

验结果显示，在经过 12 h的周期性拉伸之后，阻
断剂处理过的细胞中，应力纤维和有丝分裂方向均

呈随机排布．值得注意的是，在周期性拉伸作用

下，当 Blebbistatin 和 ML7 剂量(50 滋mol/L)较低
时，细胞的应力纤维和有丝分裂方向并非随机排

布，而是平行于拉伸方向排布(图 3)．
已有的报道表明，Rho/ROCK通路与周期性单

轴拉伸诱导的应力纤维排布密切相关．因此我们研

究了在周期性拉伸刺激下，该通路对细胞有丝分裂

定向的影响．在细胞贴壁后，加入 Y27632以特异
性阻断 ROCK 的活性[23]，并对细胞施加拉伸刺激

12 h，随后统计细胞的应力纤维和有丝分裂定向．
结果表明，应力纤维和有丝分裂方向均沿着平行于

拉伸的方向排布(图 3)．
Rho/ROCK 通路及 MLCK通路通过不同方式

均可影响 MLC 磷酸化 [24-25]，因此我们用 Western
blot检测了肌球蛋白轻链(MLC)的磷酸化水平．结
果表明，周期性单轴拉伸刺激可以增加 MLC的磷
酸化水平．而 Y27632、Blebbistatin和ML7则可使
处理过的细胞中MLC磷酸化水平下降，同时伴随
着应力纤维和有丝分裂方向的重新排布(图 4)．这
些现象提示，MLC的磷酸化与应力纤维(和有丝分
裂方向)的排布方式之间存在着密切的关系．
2援4 周期性单轴拉伸刺激下，应力纤维的排布方

式决定了有丝分裂的定向

在不同周期性单轴拉伸刺激和试剂处理条件

下，我们均观测到应力纤维排布和有丝分裂方向之

间具有密切的相关性．统计应力纤维与拉伸方向夹

角以及有丝分裂方向与拉伸方向夹角的算数平均

值，并绘制于图 5中．结果表明，二者具有明显的
线性相关性．值得注意的是，图 5中的数据来源于
多组细胞在不同药物作用下观测到的结果．这些结

果中有丝分裂与应力纤维的角度均较好地符合线性

关系，提示我们在应力纤维排布和有丝分裂方向之

间的相关性与实验中的外源性因素(药物刺激)无关.
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综上所述，可以得到这样的推论：a．应力纤
维的排布和有丝分裂方向的确定具有高度的一致

性；b．Rho/ROCK 及 MLCK 通路均会影响 MLC
磷酸化水平，并可能通过 MLC磷酸化水平调控了
周期性单轴拉伸刺激诱导的应力纤维排布和有丝分

裂定向．

3 讨 论

大量研究表明，广泛存在的力学刺激对于生物

体的发育、器官形成和某些疾病的形成都具有重要

作用[10, 26]．力学刺激影响细胞基本功能，如：细胞

增殖、分化、迁移以及基因表达、蛋白质合成等

等．但是力学刺激对于细胞有丝分裂纺锤体定位的

影响尚待研究．本文中，采用周期性单轴拉伸力学

模型，证实了单轴拉伸对有丝分裂定向有重要作

用，这一作用通过诱导应力纤维的排布实现．支持

我们假说的证据如下：a．在不同的实验条件下，
有丝分裂方向均与应力纤维排布保持一致，或垂直

或平行于拉伸方向；b．微丝和肌球蛋白域是应力
纤维的两种基本组分，对它们的阻断会同时造成在

周期性单轴拉伸条件下的应力纤维和有丝分裂方向

的改变；c．在周期性单轴拉伸作用后，撤去拉伸
2 h，应力纤维和有丝分裂方向并不改变，这一现
象说明力学信号不是直接影响了有丝分裂定向．

上述推论不仅对于周期性单轴拉伸诱导的有丝

分裂定向有效，在静态单轴拉伸刺激下该结论也同

样成立．本研究组之前的研究表明，在小鼠成纤维

细胞和大鼠肝卵原细胞两种不同细胞模型下，应力

纤维的排布方向均与细胞有丝分裂方向具有高度的

相关性，二者均与静态单轴拉伸方向保持一致．而

分别对微丝和肌球蛋白域进行阻断之后，也都会发
现应力纤维和有丝分裂方向的混乱排布[27]．这些结

果也再次说明，细胞应力纤维的排布方式决定了有

丝分裂的方向，并且二者与外加的力学刺激方式密

切相关．

人们很早就发现力学刺激可影响细胞的形态改

变和细胞骨架重排，比如周期性单轴拉伸会诱导应

力纤维垂直于拉伸方向排布．这样一个令人费解的

现象吸引了很多研究人员的注意．Kaunas和 Chien
等[28]对这一问题进行了深入的实验研究．他们发

现，当施加周期性单轴拉伸时，血管内皮细胞的应

力纤维会沿着垂直于拉伸方向排布，而阻断

Rho/ROCK通路会使应力纤维沿着平行于拉伸方向
排布．他们因此认为周期性拉伸诱导的应力纤维排

布是一个 Rho/ROCK信号传导通路和拉伸强度共
同起作用的过程．Wang等[29]的研究表明，在使用

BDM(2, 3 butanedione monoxime)药物阻断内皮细
胞肌球蛋白域的活化(MLC磷酸化)之后，周期性单
轴拉伸下的应力纤维排布会发生混乱．对内皮和成

纤维细胞的研究表明，Rho/ROCK和 MLCK是调
控 MLC磷酸化的两条主要信号传导通路[24-25]．我

们的阻断实验表明，MLC磷酸化在周期性单轴拉
伸介导的应力纤维排布和有丝分裂定向过程中发挥

了重要作用．MLC的磷酸化水平被广泛认为是细
胞内应力产生的重要步骤，因此，我们可以推测应

力纤维中的内应力很可能参与了周期性力学刺激对

应力纤维和有丝分裂方向的调控过程．但迄今为

止，还没有找到在动态拉伸条件下监控细胞内应力

的有效方法．因此，内应力在周期性力学刺激诱导

应力纤维排布和有丝分裂定向过程中的作用仍需要

进一步的研究．

综上所述，在哺乳动物中，作为保持细胞形状

和承受外力的重要结构，应力纤维终结于黏着斑，

通过黏着斑与细胞外基质相连．应力纤维的排布方

式为细胞有丝分裂中心粒的分离、定位提供了轨

道，最终影响纺锤体和有丝分裂的定向．而胞外微

环境中的各种物理生化因素(细胞外基质、细胞黏
附、力学刺激等)通过黏着斑(整合素，Integrin)、
钙离子等传感器的作用，引起胞内蛋白质因子的变

化、细胞骨架的重排和信号通路的激活，最终对细

胞有丝分裂纺锤体的定位产生影响．但是我们仍然

不清楚，在哺乳动物细胞中纺锤体通过何种方式与

应力纤维轨道相连，又是通过什么机制被牵引而沿

着应力纤维轨道滑动最终完成有丝分裂定向的．这

些问题都有待于进一步的实验研究，而找到连接微

丝和微管的蛋白质或蛋白质复合物应是努力的主要

方向．
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Effects of Cyclic Uniaxial Stretch on Mammalian Cell Division Direction*
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Abstract Mechanical forces are widely involved in regulating basic cellular functions, including proliferation,
differentiation, adhesion, and migration. However, few studies show how the mechanical forces impact cell
division direction, a crucial process in development, differentiation, embryogenesis and recovery of tissues. It has
been documented that cell division direction is guided by stress fibers, which are cortical cues perpendicular to
exogenous cyclic uniaxial stretch. In our study, we used the murine 3T3 fibroblasts as a model, to investigate the
effect of uniaxial stretch on stress fiber alignment and cell division direction with custom-made stretch devices. We
found that cyclic uniaxial stretch induced stress fiber alignment and cell division direction perpendicularly to the
stretch direction. The blockage of actin assembly and myosin域, two basic components of stress fibers, resulted in
a disoriented cell division under uniaxial stretch, which suggested that the cell division direction was secondary to
the stress fiber alignment. Our data suggested that Rho/Rho-kinase/MLC (Myosin Light Chain) and MLCK/MLC
pathways were involved in the process of stretch-induced stress fiber alignment and cell division direction. Taken
together, the present work demonstrated an important effect of uniaxial stretch on cell division direction via
affecting the stress fibers alignment.
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