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原子力显微技术在细胞生物学中的应用

陈勇蔡继业*吴扬哲

(暨南大学化学系 ， 广州 510632 )

摘要 对近年来原子力显微技术(AFM)在细胞生物学中的应用大致归纳为几个方面进行了

简单介绍 ， 还指出 了细胞表面结构难于识别、细胞内部结构难以原位观察等 AFM应用于细胞生物

学中的难题， 并提出了 "形状探针"的概念以及超薄切片的思路以解决这些难题。 AFM在细胞生

物学中的应用研究还远远不足， 需要是多的科学工作者加入其中 。
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上个世纪 80 年代早期 ， 扫描探针显微技术首

次获得硅表面的真实空间形貌，引起了世界的关

注。 随后，扫描探针显微技术的各种衍生技术得到

长足的发展 ， 其中就包括己被广泛应用于物理、化

学 、 生命科学等领域的原子力显微技术(atomic

force micro sc opy , AFM) [I 1 。 目 前， AFM 的研究对

象己由无机扩展到有机，从无生命到有生命。自发

明伊始， 科学家们就立即意识到 AFM 是研究有机薄

膜的一种理想工具，随后 ， 这种技术在生物相关材

料的研究中得到迅速应用[24]，如氨基酸结晶物[21 、

纤维蛋白原 、 多聚丙肢酸、 脂质. 蛋白膜、膜蛋白

噬菌调理素等。 AFM 接下来的发展阶段就是观察完

整的细胞[坷， 红细胞、淋巴细胞、大肠杆菌、盐杆

菌等成为最初的研究对象。 随着 AFM 技术的发展 ，

如液体或近生理条件下的可操作性、 X-y 和 z- 方向

扫描范围的扩大、 力学和弹性等信息的可获得性等

等 ， AFM 在细胞生物学领域的应用将越来越广泛。

1 AFM基本工作原理
AFM是Binning 等[1]在扫描隧道显微术(STM)的

基础上发展起来的， 一般由计算机、 高分辨图像显

示处理系统、 电子控制系统和仪器探测系统等部分

组成，它需要精密机械 、 电子 、计算机软硬件、

图像处理技术等多学科知识。其核心部件是力的传

感器件，包括微悬臂(cantilever)和固定于其末端的

针尖。 AFM 采用压电陶瓷控制针尖在样品表面移

动 ， 探针被固定在一根有弹性的悬臂末端 ， 悬臂长

度为 100-200μm ， 厚度小于 1μm ， 弹性常数约

为 0. 1 N/m，而金字塔状的氨化硅针尖位于悬臂的

末端 ， 针尖顶端的半径为 2-10 nm。当对样品扫描

时，针尖与水平放置的样品表面的距离可用压电陶

瓷控制，由于针尖原子与样品表面原子之间的范德

华力， 若保持力的大小不变，针尖将在垂直于样品

表面方向起伏运动 ， 就会引起悬臂的偏转，利用悬

臂反射激光光点位移的方法，从而使照射在悬臂末

端激光束的反射光路发生变化，经反射进入光电检

测系统(PSPD) ， PSPD 将反射的激光束转化成电信

号，然后经过计算机处理 ， 就可得到样品表面的二

维与三维形貌像及各种物理数据。 AFM 通过探测针

尖与样品间的微小作用力而得到样品的表面形貌图

像及与样品表面各部位相关的重要数据，如高度 、

宽度、粗糙度 、 截面曲线等，并可同时获得其他

诸如力学、 弹性和敬度等样品表面结构的信息。

AFM 的成像模式主要有 3 种 : 非接触模式

(noncontact mode, NCM)、接触模式(contact m ode , 

CM)和轻敲模式(Tapping M ode, TM) 。 由于 AFM 是

用探针尖与样品间范德华力的大小来观察表面形貌

的， 因此不受样品是否导电的限制， 补偿了 STM 只

能测量导体、 半导体， 而不能检测绝缘体的缺陷 。

2 AFM 在细胞生物学领域的应用
2.1 大量细胞的定量分析

在细胞培养过程中 ， 人们通常要用光学显微镜

对细胞进行计数， 以观察其生长情况，然而这种观
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察是非常粗糙的 ， 无法得到细胞平均体积、平均表

面积及不同体积和表面积细胞的分布等参数。在疾

病的临床检验中，通常要先对病人血液涂片中的血

细胞进行形态和数量的观察，这种观察也掺杂着观

察者的主观判断，而且，涂片过程中对红细胞的形

态也可能造成很大改变，所以也不太精确 。 而 AFM

能够获取单个细胞的体积、表面积、体积 / 表面积

比以及大量细胞的平均值等参数，所以使得 AFM在

前面所述领域中有用武之地。 如 O ' Reilly 等 [6]应用

AFM对几个 100 μm X 100μm 扫描区域中的 100 个

红细胞进行了定量分析，他们获取了不同细胞的厚

度、宽度、表面积和体积等参数，并比较了固定

在基片上时的平均细胞体积与悬浮状态时的平均细

胞体积两参数之间的关系 。 AFM 在大量细胞的定量

分析上的应用研究有望促进其在临床病理学诊断中

的应用，这应该是其今后发展的一个方向 。

2.2 细胞整体、局部和微观结构外部形貌及因
各种原因导致的细胞整体或超微结构形态变化的

动态观察

最初，人们应用 AFM 仅仅观察了单个细胞的

外部形貌， 井将其与传统光学显微镜、电子显微

镜、荧光显微镜和共聚焦显微镜等技术的观察结果

进行比较。目前己应用 AFM获得了多种正常细胞和

肿瘤细胞的外部形貌图像，如红细胞、淋巴细胞、

血小板、 巨噬细胞、 神经细胞 、 神经胶质细胞、

内皮细胞、上皮细胞、 肌细胞、 造骨细胞、精子

细胞、皮肤纤维原细胞、肥大细胞、耳蜗绒毛细

胞、口腔细胞等，以及腺癌细胞 、 L929 细胞 、

RBL-2H3 细胞、 F9 细胞、 MDCK 细胞、牙骨质肿

瘤细胞等肿瘤细胞[1] 。 随着 AFM 技术的普及、各

领域研究人员的参与、 AFM 水平和垂直扫描范围的

扩大，越来越多种类的细胞将得到观察。在 AFM

对细胞的研究中， 研究者们总是希望用 AFM直接观

察细胞的表面结构，然而，这却存在细胞表面结构

难于识别的问题，对于表面结构非常复杂的细胞

(如神经细胞等)更是如此，如果能找到某些大小和

形状特异的己知分子直接或间接地特异性地结合到

欲研究的膜蛋白或膜脂上， 识别这些分子，进一步

用 AFM进行高分辨的观察。 这不仅能够直观地研究

细胞膜上的单个生物大分子结构 ， 还能够研究这些

分子在细胞膜上的分布 ， 结合几种"形状探针"，

还可以研究不同分子间可能的相互作用及它们的功

能，这种方法应该比荧光探针间接地研究被标记物

的方法具有更大的优势。 "形状探针"应具有的特

征: (1)大小和形状特异 。 特别是对通过多种形状

探针研究不同分子间相互作用时更是如此 ; (2)其分
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子量足够大，能够在细胞膜上被 AFM详细观察，但

又不能太大，因为太大可能会覆盖多个目标分子 :

( 3 )能够直接或间接地(如通过其他抗体，凝集素等

特异结合)特异性地结合到目标分子丰。 假如能够

找到这样一些"形状探针"，必将大大促进 AFM

在细胞生物学中的应用 。

随着液体池技术的发明和完善，使得人们在液

体或近生理条件下观察活细胞形态及其随时间变化

的动态过程成为可能， 可以研究细胞伪足的运动、

细胞的铺展 、 突触的生长、细胞颗粒的分泌、内

吞 、 外吐及胞内小包运输等 。 例如 ， Rotsch 等 [ 7]

利用AFM观察了大鼠肺癌MTLn3细胞在加入表皮生

长因子后细胞伪足运动情况 。 Nakanishi 等[8]在利

用 AFM和共聚焦显微技术研究基因转染时观察到了

靶细胞对脂质体与 DNA复合物的内吞作用; Almofti 
等[9]也研究了细胞对脂质体与 DNA 复合物的内吞作

用 。 此外 ， Dvorak[IO]利用 AFM 观察到了脊椎动物

活细胞有丝分裂的全过程， 发现在有丝分裂后期纺

锤区的硬度发生了短暂但显著的减弱:并对用

Toxoplasma gondi i 感染的脊椎动物细胞进行了研

究。 Kuznetsov 等川对鼠造骨细胞、小鸡胚胎成纤

维细胞做了研究，观察到了它们的运动、细胞分裂

和聚集、 病毒引起的变形以及凋亡等。 Braet 等[12]

对活癌细胞、成纤维细胞和巨噬细胞的超微结构进

行了研究。 随着液体池技术的成熟，我们还可以在

接近生理条件下对细胞进行操作， 如在细胞表面打

孔， 切割等。 Danker 等[13]结合 AFM和昔片钳(patch

clamp)技术对拾取的核膜进行了操作 ; Nishida 等[14]

结合 AFM 和 TIRFM(total internal reflection fluores
cence microscope)对单个细胞进行了纳米操作，他

们首先采用化学法将荧光珠固定在 ZnO 须状晶体

上，再将其勤合到 AFM针尖上， 而后将 AFM 针尖

连同修饰物刺入活 BALB/3T3 细胞中，随后观察到

了细胞中的荧光珠。 这一技术对细胞内分子标记 、

细胞中生物大分子的运动和功能的探测及研究等方

面具有很大的应用价值 。

通常在应用 AFM 观察细胞样品时，都会对细

胞的局部(几微米扫描范围)和超微结构(一微米以下

扫描范围)进行观察 。 此外， 还有一些对某些细胞

的特化结构(如鞭毛、 突触、微绒毛等)进行观察的

报道。 如 Allen 等[ 1 5]应用 AFM 清晰地观察到小牛精

子细胞头和尾局部区域的纳米尺寸的亚细胞结构

自 AFM 技术发明 以后 ， 很快就吸引了药理

学 、 毒理学、生物医学 、 光学和化学等领域科学

家们的注意，并进行了各种药物、试剂、病毒或

细菌、射线或激光等作用引起的细胞形态变化和膜
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表面超微结构等变化的研究。 Bushell 等(16]观察了细

胞松弛素作用下成纤维细胞的形态随作用时间延长

的动态变化过程。 Lehto 等( 17]观察到了 HeLa 细胞提

取物中单个肌动蛋白纤维的生长、 收缩、分叉以及

与内涵体(endsome)的相互作用和肌动蛋白所形成的

三种类型的网状连接即 X-，y- 或 y- 型 。 Nakamura 等

人(18]观察了大鼠嗜碱性白血病阻L扭3 细胞在加入

某种抗原(1.0 问Iml TNP I 7-0VA)或 IgGl 免疫复合

物(3.0μg/ml anti-TNP IgG l )后的形态变化 。 Walch

等[ω]用 AFM 研究了链球菌溶血素 O(streptoly sin 0 , 

SLO)对人血小板的形态和微弹性的影响 。 他们发

现，随着 SLO 的加入及作用时间的延长 ， 血小板

的形态和弹性都发生较大的变化，弹性逐渐增大 ，

而起肌动蛋白骨架系统稳定作用的毒伞素(phalloidin)

可部分恢复 SLO 对细胞的弹性影响，说明 SLO 引

起的细胞稳定性的丧失可能是与质膜或细胞骨架有

·综述.

肠杆菌外膜蛋白 OmpFf24]。随后， Müller 等(251又研

究了在不同条件下(如电压和酸碱度等)这两种膜蛋白

的形态变化。 大部分膜表面分子或通道的 AFM研究

均是观察细胞膜外部分，而 Ehrenhöfer 等(26]则设计

了一种新方法， 应用 AFM 去观察 MDCK 细胞膜的

内膜部分 ， 以检测 ATP- 敏感的蛋白质聚集体。然

而 ， 由于前面所提到的细胞表面结构的难以识别问

题，这方面的研究工作进展较慢 ， 还有待于 AFM

技术的进一步发展。令人鼓舞的是， 去年法国居里

研究所的 Scheuring 等(27]首次利用 AFM 观察到了两

个膜蛋白的结合 ， 他们在对红假单胞菌属绿膜

(Rhodopseudomonas viridis membranes)的光合作用中
心体的研究中，发现每个光合作用反应中心均被由

16个光收集(light-harvesting， LH1 )亚体形成的闭合圆

环所包围 ， 反应中心本身不对称， 但与 LHl 结合

紧密 。

关。 Schneider 等(20]应用 AFM 获取了来源于小牛主 2.4 细胞骨架的观察

动脉的内皮细胞的形貌图 ， 同 时测量 了醒固酣 广义的细胞骨架系统包括细胞外基质、细胞膜
(aldosterone)作用后细胞体积的变化 。 他们发现， 骨架 、 细胞质骨架和细胞核骨架系统。 对于细胞外
醒固酣处理 5 min 后细胞体积增大了 28% ， 25 min 基质的 AFM 研究 ， 主要是通过两种方法，即直接
后细胞体积恢复到正常水平，并且不再随着作用时 观察细胞外基质分子的聚集或相互作用，以及观察
间的延长而发生改变，质膜 Na+/H+ 载体阻断剂一一 其与细胞的相互作用 。 对于细胞外基质与细胞的相互
氨氯毗眯(amiloride)则可以抑制醒固酣诱导的细胞体 作用 ， 通常是使用针尖修饰的办法(将胶原蛋白(28] 、
积的这种变化。 Bonfiglio 等(2 1 ]应用 AFM研究了人神 纤维黠连蛋白[川和层敬连蛋白等连接到针尖或微球

经母细胞瘤细胞的分化 ， 观察到视黄酸(retinoi c 上) ，再通过力学 、 弹性和茹性等信息的获取来进
acid)诱导的轴突样结构的生长过程， 发现在 2 h 内 行分析。 对于细胞膜和细胞质骨架系统，最初是通
视黄酸就导致了细胞膜和细胞骨架形态的显著变 过分离骨架蛋白膜(如红细胞血影膜或其外翻膜的制
化。 Cheng 等(22]观察了 Gd3+ 诱导的人红细胞膜超微结 备等)来进行 AFM 扫描观察 ， 但在膜的制备过程中
构的形态变化。 他们发现， 在低浓度时(1 . 0 X 10-6 往往会损坏膜骨架系统，所以人们尝试寻找其他的
-1.0 X 10-5 mol/L， 处理 30 mi时，会使红细胞膜表 方法进行观察。 由于细胞质膜非常柔软，当用 曲率

面产生区域结构(domain structure) ，而在高浓度时 半径为 10-50 nm 的针尖以 0.1-10 nN 数量级的作用
(2.5 X 10-5 mol/L) ， 则会诱导产生火山口样的孔洞 力以接触模式扫描细胞表面时， 针尖通常会压迫或
结构(crater- shaped pores) ， 而[Gd(Cit)2P- (Gd3+ 的阴 穿透细胞膜，从而可观察到细胞内部的较硬的结

离子复合物)在这个浓度时只能诱导红细胞产生区域 构 ， 如细胞骨架结构 ， 这时， 就可以通过在细胞
结构，用 EDTA 冲洗 Gd 3+ 处理的红细胞后 ， 只能 膜外表面扫描的方法直接观察到细胞内部的骨架系
消除孔洞结构，而区域结构还保留着。 他们认为， 统，而不需要对细胞进行特殊处理 。 Takeuchi 等(30]
这些结构的产生很可能加强了细胞膜的通透性。 应用 AFM直接在红细胞膜外表面扫描及对制备的血

2.3 细胞膜表面分子和通道等的观察 影膜中细胞质表面上的膜骨架系统进行观察，他们

目前，已经有 50 多万种蛋白质被测序 ， 而仅 发现， 通过这两种方法得到的红细胞膜骨架系统中

有 5 千多种蛋白质的空间结构被原子分辨测定 ， 其 血影蛋白 (spectrin)网络的平均网孔尺寸分别为 4800

中 ， 只有 10 来种是膜蛋白 。 用来确定蛋白质三维空 nm2 和 3000 n时，说明血影蛋白形成了三维折叠的

间结构的技术主要是X光晶体衍射、卧f和 AFM等 ， 网筛结构，而且 ， 直接在细胞外表面扫描的方法可

由于 AFM 的无损伤性，越来越多的科学家开始把注 观察到 80% 的血影蛋白 。 Christian 等(31]使用轻敲模

意力投向 AFM 上，期望能够应用 AFM 来测定膜蛋 式 AFM 扫描了培养的 CV-l 肾细胞膜表面， 也观察

白的空间结构，并得到预想不到的结果。用 AFM 确 - 到了细胞的骨架结构。 Chang 等问应用 AFM 在未使

定的经典膜蛋白是菌视紫质(bacteriorhodopsin)(23]和大 用任何染色技术的情况下观察了活细胞中的肌动蛋
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陈 勇等 : 原子力显微技术在细胞生物学中的应用

白纤维和其他细胞骨架结构 。 Wada 等[刀I利用 AFM

观察到了豚鼠外部绒毛细胞(outer hair cells , OHCs) 

的皮质骨架在经过阱处理后的形态学变化 。 得一捷

的是 ， Ziegl町 等[34]使用一种喷射松解的方法(ly s is 

squirting protoco l) ，使细胞外表面贴附于基片上 ，

而细胞质侧的细胞膜表面则暴露于空气中 ， 从而可

被 AFM 观察 。 根据这种方法 ， 他们原位观察到细

胞膜表面下的肌动蛋白纤维 ， 以及不同盐浓度对这

些骨架纤维的影响 。

2.5 离体或原位的细胞内结构(如染色体、线粒

体、叶绿体等细胞器等结构)的观察

由于 AFM 主要还是一种样品表面扫描工具 ，

所以， 目前对细胞内部结构的观察 ， 主要是通过分

离、提取后进行扫描的方法来进行。 然而，分离 、

提纯后，细胞内部结构的形态和功能都发生了很大

变化，而且 ， 研究结果的可靠性也受分离 、 纯化

时的条件(如温度、酸碱度 、 离体时间、其他生化

试剂的作用以及离心和冷冻等物理作用等)的影响 ，

所以 ， 在细胞生物学研究中 ， 人们尽量采取原位观

察的研究手段， 如各种光学显微镜和 TEM等 。 TEM

中超薄切片技术的完善，使我们想到，也许这种技

术可以为 AFM的细胞内部结构原位观察提供方便之

门 ， 目前己有一些研究者想到并做了这方面的初步

尝试， 如 Melling 等[35 ]应用 AFM 扫描了人三叉神经

节半薄切片样品，观察到三叉神经节细胞的细胞

膜、细胞核、核膜、核仁、 脂褐质颗粒(lipofuscin

granules)等细胞内部结构 ， 及三叉神经细胞周围的

外套细胞(mantle cells)等结构 。 Titcombe 等[36]应用

AFM 扫描了绒毛纤维(merino wool fibres)的切片 ，

观察到正和副皮质细胞(ortho- and paracortical cells) 、

细胞膜复合物(ce ll m embrane complex) 、 巨纤维

(macrofibril s) 、细胞核物质等细胞内部结构 。 此

外， Melling 等[371应用 AFM对健康人的眼球运动神

经的超薄切片做了研究， 观察到了具有环状结构的

有髓神经纤维。 对细胞内部结构的原位观察是细胞

生物学研究的需要 ， 如果能够实现这个 目 的，必将

进一步扩展 AFM 在细胞生物学中的应用 。

2 .6 细胞膜表面力学 、 弹性、勤度等信息的获

取

无论是对分子还是细胞， 目前国际上 AFM 应

用研究中最热门的方向之一就是力学、 弹性 、 黠度

等信息的获取。 这些信息的获取主要通过非修饰的

和修饰的 AFM探针两种方式来实现。 化学和生物化

学修饰的AFM探针的发展大大地促进了AFM的应用

范围。目前 ， 己经有多种方法对 AFM 探针进行修
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饰。最简单的针尖处理方法，就是对整个针尖表面

进行完全的氧化， 使其末端完全覆盖 Si-OH 功能基

团 ， 但由于相对较高的表面自由能 ， 这个表面也容

易都附污染物。目 前， 最常使用的针尖修饰方法 ， ·

是将炕基硫醇(alkylthiol)分子固定到金包裹的AFM探

针上[38J 。 这种方法具有制备简单、广泛的可能的功

能基团、较稳定、能被传统的表面分析方法很好地

鉴定等优点。 但也具有一些缺点，比如，在某些

环境条件下皖基硫醇单层的相对不稳定以及敷金属

(metallization)等原因 ， 会导致探针形貌的劣化， 这

将限制颈基修饰的AFM金探针在非氧化条件以及低

于 60 .C 的温度等条件下的应用 。 有些实验室则采

用硅炕(alkyl silane)直接去修饰硅(silicon)或硅酸盐

(silicate)AFM 探针[39J。这种方法对于机械和化学应

力更稳定 ， 而且不需要应用敷金属法，缺点是， 这

样形成的单层膜有更多的缺陷以及不够规整。

Hafn町 等问发展了一种碳纳米管(carbon nanotube , 

CNT)AFM 探针，他们通过氧化的末端 C 原子间的

化学反应对 CNT针尖进行了修饰，甚至能够将单个

生物分子连接到 CNT-AFM 探针末端。 还有一种探

针修饰方法， 就是将微米尺寸的二氧化硅小球、 磁

珠、玻璃珠、 甚至单个细胞固定到 AFM 悬臂的末

端 ， 其优点是， 更大的针尖半径允许更多的分子间

相互作用 ， 从而使得微小作用力的强化， 可被用于

对微米尺度表面的测量。其他的，如腐殖酸(humic

acid) [4 1 J、电化学修饰[42J 、 聚乙烯氯化物(polyvinyl

chloride)[明等修饰的 AFM 探针也被研究。 例如， 聚

乙烯氯化物修饰的 AFM 探针是一种离子选择性工

具 ， 能够对样品表面选定区域内的某种离子浓度进

行定量分析， Schar-Zammaretti 等[44J将这种修饰的

针尖用于研究活细胞的离子通道及高饵离子流动。

许多修饰针尖的应用研究都把注意力集中在细胞之

间 [45J或细胞与细胞外基质之间[硝]的相互作用的检测

上 ， 因为这些相互作用与免疫学和组织工程等有紧

密联系 。 如 Lehenkari 等[47]用与哺乳动物组织细胞外

基质成分相似的多肤序列来修饰 AFM探针，来测量

其与多种细胞膜表面之间的相互作用力。还有多个

实验室采用特异性修饰的AFM探针来观察细胞的表

面 。 如 Grandbois 等[48 J使用蛋白质修饰的 AFM探针

来获取红细胞单层的黠性图像 ， 并可根据不同细胞

的敬性差异进行细胞鉴定 。

目前 ， 许多研究均同时获取外部形貌与力学、

弹性 、 辈占性等信息的静态或动态过程来进行分析，

如前文所述 Walch 等人对血小板的观察 ， Kawabata 

等[49 J对成纤维细胞的观察 ， 此外， Wada 等 [5 0J对

OHC(outer hair cell)的局部硬度做了研究， 并分析了
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与其超微结构的关系。而对更复杂的生物学过程的

研究，如细胞连接、信号转导、细胞内外离子浓

度的改变和细胞周期等过程， 更是需要结合这些信

·息的获取来进行分析 。 然而，目前 AFM 还处于其

发展的初级阶段(从发明至今还不到 20 年时间) ， 其

在细胞生物学中的应用研究还远远不足， 需要更多

的科研工作者做大量的工作， 以促进AFM技术的发

展和应用 。
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Application of Atomic Force Microscopy in Cell Biology 

Yong Chen, Ji-Ye Ca户， Yang-Zhe Wu 
( Department of Chemistry, Jinan Universi纱" Guangzhou 510632, China ) 

Abstract The applications of atomic force microscopy in cell biology have been introduced simply in the 

paper. Several problems , such as recognition of surface structures of cell and observation in situ of inner structure 

of cell, were discussed; what' s more, "shape probe" and supe口hin section were put forward to solve the problems. 

At present, AFM has not been used widely in cell biology. It urges the necessity for studies of more researchers. 

Key words atomic force microscopy; cell biology; shape probe 
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