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原子力显微镜技术检测几种骨组织细胞力学性能
王  哲  郝峰涛  杨周岐  陈晓虎  商  澎*

(西北工业大学生命学院, 西北工业大学特殊环境生物物理学研究所, 
空间生物实验模拟技术国防重点学科实验室, 西安 710072)

摘要      为了探究几种骨组织细胞系的力学性能及其与细胞功能的关系, 该文采用原子力显

微镜压陷法分别检测了前成骨细胞系(2T3和MC3T3-E1)、前骨细胞系(MLO-A5)和骨样细胞系

(MLO-Y4)的杨氏模量, 利用激光共聚焦显微镜观察了这几种细胞微丝和微管的排布。结果显示, 
2T3、MC3T3-E1、MLO-A5和MLO-Y4细胞的杨氏模量分别为(7 000±2 015) Pa、(6 600±2 024) Pa、   
(4 700±1 644) Pa和(4 500±1 622) Pa, 与原代骨组织细胞的杨氏模量及变化趋势保持一致, 但两种前

成骨细胞的杨氏模量要显著高于前骨细胞和骨细胞。细胞荧光染色结果表明, 前成骨细胞细胞核

周围的微丝和微管分布密度要高于前骨细胞和骨细胞, 而前骨细胞MLO-A5, 尤其是骨细胞MLO-
Y4的骨架主要集中于细胞突触和边缘, 这可能是导致几种细胞力学性能差异的原因。该研究从生

物力学的角度为进一步深入理解骨组织细胞结构与功能的关系提供了实验依据。

关键词      原子力显微镜; 力学性能; 杨氏模量; 成骨细胞; 骨细胞

Investigation of Mechanical Property of Various Bone 
Cell Lines by Atomic Force Microscopy

Wang Zhe, Hao Fengtao, Yang Zhouqi, Chen Xiaohu, Shang Peng*

(Key Laboratory for Space Biosciences and Biotechnology, Institute of Special Environmental Biophysics, 
School of Life Sciences, Northwestern Polytechnical University, Xi’an 710072, China)

Abstract      In order to investigate the mechanical property of various bone cell lines and its relation with 
cell function, atomic force microscopy (AFM) was used to probe the Young’s modulus of pre-osteoblast (2T3 and 
MC3T3-E1), pre-osteocyte (MLO-A5) and osteocyte (MLO-Y4). The fluorescent images of cell cytoskeleton such 
as F-actin and microtubule were detected by laser confocal microscopy. The results demonstrated that the Young’s 
modulus of 2T3, MC3T3-E1, MLO-A5 and MLO-Y4 cell lines were (7 000±2 015) Pa, (6 600±2 024) Pa, (4 700± 
1 644) Pa and (4 500±1 622) Pa, respectively. Interestingly, the Young’s modulus of pro-osteoblast was significantly 
higher than those of MLO-A5 and MLO-Y4, and this tendency of change in the Young’s modulus was consistent 
with that of primary bone cells in different differentiation states. Meanwhile, the images of cytoskeleton showed 
that thick bundles of the F-actin and microtubule in 2T3 and MC3T3-E1 were concentrated in peri-nuclear region. 
But for MLO-A5, especially for the MLO-Y4, the cytoskeletons were mainly distributed in the cell process or cell 
periphery, which might be one reason to explain the low Young’s modulus in the MLO-A5 and MLO-Y4 cells. This 
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骨骼系统是人体最大的组织系统之一, 具有支

撑和保护身体、维持运动、造血、存储钙质等多种

功能[1]。骨组织细胞主要由骨髓间充质细胞、成骨

细胞、骨细胞和破骨细胞等几种细胞构成。在人的

生长和终老过程中, 骨持续进行规律的骨重建过程。

骨重建过程的新陈代谢是成骨细胞的骨形成和破骨

细胞的骨吸收共同作用的一个动态平衡过程[1]。成

骨细胞是骨形成细胞, 它的分化成熟是骨组织生长

的必要条件。一般而言, 间充质干细胞首先经过一

步或者几步的分化成为前成骨细胞, 接着分化形成

的成骨细胞分泌大量细胞外基质, 将细胞包埋在矿

化基质中, 最后成骨细胞本身发育形成终端分化的

骨细胞[2-3]。 在上述的分化过程中, 骨组织细胞的结

构和功能伴随着细胞分化的进行而发生改变。

细胞的生物力学特性是细胞重要的本征特征之

一, 它与细胞的结构形态以及功能有着密切的关系。

因此, 从生物力学的角度来研究和解释生命活动的

现象和进程, 已成为当前生物科学领域的一个热点

问题[4-6]。有研究发现, 骨髓间充质干细胞在药物诱

导的作用下向成骨细胞分化的过程中, 细胞的力学

性能发生改变[7]。同时, 也有文献报道原代分离的不

同分化阶段的成骨细胞的力学性能也各有不同[8]。

由于pN级的分辨率及微损的检测方式, 原子力

显微镜(atomic force microscopy, AFM)被视为一种理

想的用于研究细胞力学性能的实验工具, 已被应用

于多种细胞的力学性能检测[9]。尽管如此, 目前对于

骨组织细胞研究中使用最为广泛的建系细胞力学性

能的研究却鲜有报道。因此, 本研究使用原子显微

镜和共聚焦显微镜分别检测了几种常用的骨组织细

胞的力学性能及细胞骨架的排布, 分析了前成骨细

胞、前骨细胞和骨细胞几种细胞系的弹性模量与骨

架分布的关系, 从生物力学的角度为进一步深入理

解骨组织细胞结构与功能的关系提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料

前成骨细胞2T3和前骨细胞MLO-A5(美国德

克萨斯大学健康科学中心姜欣教授惠赠); 前成骨细

胞MC3T3-E1(澳大利亚悉尼大学ANZAC研究所周

虹教授惠赠); 骨样细胞MLO-Y4(美国密苏里州立

大学堪萨斯分校Bonewald教授惠赠)。以上四种骨

组织细胞系均为小鼠来源, 处于成骨细胞分化过程

的不同阶段。按照分化过程可依次排序如下: 2T3、
MC3T3-E1、MLO-A5、MLO-Y4。

1.2   试剂及仪器

α-MEM培养基、小牛血清(BCS)和牛血清白

蛋白(BSA)购自Gibco公司; 胎牛血清(FBS)购自

Hyclone公司; 罗丹明标记的鬼笔环肽购自Invitrogen
公司; Tublin鼠单抗和FITC标记的兔抗鼠IgG购自

Calbiochem公司; DAPI染料、HEPES和多聚甲醛购

自Sigma公司; 抗荧光淬灭甘油购自江苏碧云天生物

技术研究所; 其他化学试剂均为国产分析纯。

AFM(美国Agilent公司, 型号: PicoPlus); Si3N4

探针(日本Olympus公司, 型号: PSA 400, 弹性系数

0.02 N/m); 激光共聚焦显微镜(德国Leica公司, 型号: 
TCS SP5); 细胞培养控温平台(美国Lakeshore公司, 
型号: Lakeshore 321)。

1.3   细胞培养

将MC3T3-E1、2T3、MLO-A5和MLO-Y4细
胞培养于α-MEM培养基中, 内含100 U/mL青霉素和

100 μg/mL链霉素, 并置于37 °C、5% CO2及饱和湿

度的培养箱中培养。其中, MC3T3-E1和2T3细胞培

养基中含有10% FBS, MLO-A5细胞培养基含有2.5% 
FBS和2.5% BCS, MLO-Y4细胞培养基含有5% FBS
和5% BCS。细胞生长至对数期时用于实验研究。

1.4   原子力压陷实验样品制备

取对数生长期的细胞接种于35 mm培养皿, 细
胞密度为2×105/皿, 细胞贴壁24 h后用于实验。AFM
压陷实验时, 培养基中加入10 mmol/L的HEPES用于

保持培养基的pH不变。

1.5   AFM力–距离曲线的获取及分析

实验开始前, 使用AFM自带的热调谐适配器

(Themo K)获取探针的弹性系数。接着将制备好的

细胞样品置于安装有细胞培养控温装置的载物台

上, 在显微镜的帮助下将探针移动到细胞核区域上

方后对细胞进行压陷并获得力–距离曲线。每个样

study, for a biomechanical view, provided a basis interpretation for deeply understanding the relationship between 
the cell function and their structure.
       Key words      atomic force microscopy (AFM); mechanical property; Young’s modulus; osteoblast; osteocyte
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品选取30~40个细胞, 每个细胞上重复获取10~15条
力–距离曲线。所有力–距离曲线的获取条件完全一

致, 采样点为20 000个, 加载速率为4 μm/s。
随后使用赫兹模型分析探针逼近曲线确定接

触点并利用斜率法计算细胞杨氏模量。本研究采用

逐点搜寻法, 使用MATLAB程序自动寻找接触点。

对于锥形探针, 赫兹模型满足以下方程: 

                               
(1)

其中, F是探针对细胞所施加的压力, E是杨氏

模量, ν是泊松比, α是探针半开角, δ是压痕深度。将

公式两端同时开方并且线性化: 
      
                                                  (2)

使用斜率法推算出细胞的弹性模量: 

                                                             (3)

加入罗丹明标记的鬼笔环肽和tublin鼠单抗室温避

光孵育1 h; 0.1% Triton X-100洗涤3次; 使用FITC
标记的兔抗鼠IgG和DAPI室温避光孵育1 h; 0.1% 
Triton X-100洗涤3次; 加入抗荧光淬灭甘油封片后, 
使用激光共聚焦显微镜进行扫描成像。  

1.7   数据处理及统计学分析

使用Prism 5.0软件进行实验数据统计分析, 数
据表达式形式为mean±S.D.。采用单因素方差分析

检验进行各组均值间差异性比较, P<0.05为差异具

有统计学意义。

2   结果  
2.1   细胞压陷力–距离曲线的获取和分析

使用原子力显微镜弹性压陷细胞, 获取了2T3、
MC3T3-E1、MLO-A5和MLO-Y4几种骨组织细胞系

的力–距离曲线, 分析计算细胞弹性模量与压痕深度

的关系, 确定了实验中采用的压痕深度, 最终我们选

取的压痕深度为700 nm(图1)。本实验中, 选取细胞

核附近区域作为探针压陷位置(图1A)。在Crick等[11]

的算法基础上, 通过编写的MATLAB程序分析了力–
距离曲线的进针曲线, 由拟合曲线确定了探针与细

胞的接触点(图1B), 即一次拟合区域(红色)与二次拟

合区域(绿色)结合处。最后我们分析了四种细胞在

不同压痕深度下的杨氏模量(图1C)。结果显示, 所
有细胞的弹性模量都随着压痕深度的增加而降低, 
最后趋于稳定。

2.2   四种骨组织细胞的杨氏模量大小及分布范围

本实验中, 采用赫兹模型和斜率法分析计算了

四种细胞在700 nm压痕深度下细胞的杨氏模量。对

A: 选择细胞压陷区域; B: 分析压痕曲线获取接触点; C: 获取杨氏模量与压痕深度关系, 确定压痕深度。

A: choose of the indentation region of probe under optical microscopy; B: identification of the contact point by curve fitting method with the MATLAB 
software; C: determination of indentation depth from the curve of  Young’s modulus vs indentation depth.

图1   力–距离曲线的获取和分析 
Fig.1   Acquisition and data processing of force-distance curve
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1.6   细胞骨架荧光染色

细胞骨架染色方法参考张维等的实验方法[10]。

将l×105细胞接种于放有预处理盖玻片的35 mm培养

皿, 培养24 h后取出细胞爬片进行细胞骨架和细胞

核的荧光染色。染色具体过程如下: 吸出培养基后

用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤细胞1次, 加入4%多聚甲

醛固定细胞; 0.5% Triton X-100的TBS室温下通透细

胞膜10 min; 用含有2% BSA的PBS室温封闭10 min; 
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各细胞的杨氏模量数值进行统计, 以每个区间长度

为1 000 Pa绘制了细胞杨氏模量直方图, 同时对各自

的直方图进行了高斯拟合。图2A~图2D分别展示了

2T3、MC3T3-E1、MLO-A5和MLO-Y4细胞的杨氏

模量的分布情况。

对细胞的杨氏模量进行了统计学分析, 获得各

自杨氏模量的的分布区间和均值, 误差为高斯峰的

半峰宽, 并对几种细胞进行统计学差异比较。表1展

示了四种骨组织细胞杨氏模量的分布范围和统计分

析。结果显示, 前骨和骨细胞的杨氏模量远远小于

两种前成骨细胞, 并且它们与两种成骨细胞之间的

统计学差异具有显著性(P<0.01)。但是, 两种前骨细

胞以及前成骨和骨细胞之间进行统计学分析,   则没

有发现明显的统计学差异。

2.3   四种骨组织细胞细胞骨架排布

为了研究四种骨组织细胞力学性能与细胞骨

 图2   四种骨组织细胞杨氏模量分布图

Fig.2   Histograms of the Young’s modulus determined for four kinds of bone cell lines

表1   四种骨系细胞的杨氏模量(x
_
±S.D.)

Table 1   Young’s modulus of four kinds of bone cell line 
(x
_
±S.D.)

细胞系

Cell line
样本数

n

杨氏模量范围(Pa)
Range of Young’s 
modules (Pa)

杨氏模量(Pa)
Young’s modules 
(Pa)

2T3 36 2 500~12 300 7 000±2 015**##

MC3T3-E1 37 1 900~12 400 6 600±2 024**##

MLO-A5 34 1 670~11 200 4 700±1 644
MLO-Y4 38 1 600~9 300 4 500±1 622
**P<0.01, 与MLO-A5比较; ##P<0.01, 与MLO-Y4比较。

**P<0.01 vs MLO-A5; ##P<0.01 vs MLO-Y4.

架的关系, 采用了荧光染色的方法观察了细胞微丝

和微管骨架的排布(图3)。由图3观察发现, 两种前成

骨细胞2T3和MC3T3-E1细胞核附近微丝微管分成

束状排布, 分布密集。但对于前骨细胞MLO-A5尤
其是骨样细胞MLO-Y4, 细胞形态趋向于星型并伸

出多个细胞突触, 微丝和微管主要集中在细胞边缘

和细胞突触中。

3   讨论
近年来, 细胞的力学性能及其与细胞功能之间

的关系受到了研究人员广泛的关注。大量研究表明, 
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细胞的力学性能与诸多的生物学过程密切相关, 通
过分析细胞力学性能如杨氏模量的改变可以推知或

者反映细胞在生理病理过程中的变化[4,12]。从某些

程度而言, 细胞的力学性能可以被看做为细胞结构

和功能的一个表征, 获取细胞的力学性能信息, 可以

更深入和详细地了解细胞的结构和功能。

本文使用原子力显微镜系统地研究了前成骨

细胞、前骨细胞和骨细胞三种骨组织细胞系的力学

性能, 并探讨了细胞杨氏模量与细胞骨架排布之间

的关系。结果显示, 2T3和MC3T3-E1细胞的杨氏模

量均值为(7 000±2 015) Pa和(6 600±2 024) Pa, 远远高

于MLO-A5和骨样细胞MLO-Y4的(4 700±1 644) Pa
和(4 500±1 622) Pa(表1), 但两种前成骨细胞之间

以及前骨细胞和骨细胞之间未见统计学差异, 这与

Sugawara等[9]在几种原代的骨组织细胞上检测的数

值相近。同时, 从细胞弹性模量的变化趋势上来看, 
伴随成骨细胞向骨细胞的分化, 骨组织细胞系的弹

性模量逐渐减小, 这与原代成骨细胞在分化过程中

细胞弹性模量的变化保持一致[8], 表明建系的骨组

织细胞在细胞力学性能方面保持了原代细胞相同的

特征。

原子力显微镜是目前研究细胞生物力学特性

使用最广泛的手段之一, 可在生理条件下对正常培

养的细胞进行压陷, 最后通过使用赫兹模型分析压

陷曲线从而获得细胞的弹性模量。在此过程中, 接
触点位置判定和压陷深度对杨氏模量的测定起到非

常关键的作用[13]。本研究改进了力曲线数据分析算

法, 利用MATLAB程序自动确认接触点位置以减少

人为分析误差。同时, 分析判断了杨氏模量与压陷

深度的关系, 从而选取合适的压陷深度。结果发现, 
四种骨组织细胞杨氏模量随着压陷深度的增加而降

低, 在压陷深度达到700 nm后, 四种细胞的杨氏模量

均趋于平缓, 这与Guo等[14]在MC3T3-E1细胞上的结

果趋势一致。因此, 本次实验最后选取了700 nm的

压陷深度, 从而保证实验条件的统一性并可降低实

验误差(图1C)。
细胞自身的结构, 尤其是细胞骨架的排布是影

响细胞性能的一个重要因素。已有研究发现, 富含

微丝微管的区域或者微丝微管排列比较有序的细

胞, 细胞的弹性模量相对较大[15]。而本研究也发现, 
两种前成骨细胞内部, 尤其是细胞核周围的微丝微

管分布要多于前骨细胞, 而实验压陷的位置也在细

胞核附近, 这可能是成骨细胞的杨氏模量要远远高

于前骨细胞的原因。  
另一方面, 细胞的力学性能与细胞的功能有密

切的关系。成骨细胞的主要功能是分泌细胞外基质

红色: 微丝; 绿色: 微管; 蓝色: 细胞核。标尺=50 μm。

Red: F-actin; Green: microtubule; Blue: nuclear. Bar=50 μm.
图3   四种骨组织细胞骨架排布

Fig.3   Distribution of cytoskeleton in the 4 kinds of bone cell lines
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基质, 丰富的细胞骨架系统保障细胞内外的物质运

输。而骨细胞是末端分化细胞, 包埋在骨基质中, 是
骨组织中最重要的力学感受器。骨细胞通过细胞突

触感知骨髓腔中的流体刺激或者通过细胞体直接感

知组织应变[16]。集中分布在细胞突触中的细胞骨架, 
能快速感知细胞外的力学刺激, 将力学信号及时转

化为生物信号。通过对成骨细胞和骨细胞网络施加

不同大小的流体刺激, Guo等[17]发现, 相对于称骨细

胞, 骨细胞对外界的力学刺激更为敏感。另一方面, 
Bacabac等[18]发现, 相对于完全贴壁的骨细胞, 弹性

模量明显减低的半贴壁球形体现出更高的力学敏感

性。以上结果提示, 越小的细胞弹性模量则代表细

胞的可形变能力和力学敏感性越高, 在同样强度的

外力作用下细胞能产生更大细胞形变和更多的信号

转导分子。因此, 骨细胞呈现较小的弹性模量与其

功能有着密切的关系, 它可以直接感应更小组织的

应变和流体刺激, 从而促进细胞的力学刺激向生化

信号的转变并维持骨代谢平衡。
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