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DAPI 染色对 A549 肺癌细胞弹性模量的影响
叶志义*张丽 范霞

(重庆大学，生物工程学院 "生物流变科学与技术"教育部重点实验室(重庆大学)， 重庆 400044)

摘要 原子力显微镜(AFM)能测量活细胞的力学性质 。 DAPI 染色 A549 肺癌细胞核后用

AFM 测量细胞的弹性模量，分析 DAPI 染色对细胞力学性质的影响 。 通过 Hertz 模型拟合 AFM 测

量压痕细胞的力-压痕曲线，得到细胞的弹性模量。实验结果: 用 DAPI 染色细胞后其弹性模量为

3.66士2 .08 kPa，而对照组未染色的细胞弹性模量为 3 .2 1 土1. 7 3 kPa ， 数据比较显示， DAPI 染 色对

A549 肺癌细胞弹性模量没有显著性影响 。
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细胞的弹性性质是细胞力学重要的参数，细胞的

结构与功能与细胞弹性性质密切相关。 在不同的生

理条件下，细胞的生长、粘附以及受到不同外界环

境(剪切力，应力等)影响的情况下，细胞的弹性性质都

会存在差异。 而细胞的弹性与细胞内部的细胞骨架

结构和分布相关， 细胞骨架是真核细胞中的蛋白纤维

网架体系，它的动态行为能够使细胞发生迁移、分

化或维持自身的形状， 它也是影响细胞弹性性质的一

个重要因素。自原子力显微镜(atomic force microscopy, 
AFM)问世以来[I] ， AFM 以其高分辨率、超灵敏等功

能，成为细胞力学研究的一个十分有利的工具， 它不

仅可以反映细胞表面的形态特征，而且能够定量测定

细胞膜蛋白分子与配体分子间的相互作用以及细胞

弹性模量等力学性质[叫，因此 AFM 己成为细胞力学

研究中的一种应用广泛的技术。 Rotsch 等[7]用 AFM

研究药物(细胞松弛素等)作用于纤维原细胞，发现细

胞经细胞松弛素作用后 细胞的弹性模量减少了 2. 9

倍， Barbee等[8]利用AFM研究流动剪切力对动脉内皮

细胞的结构以及力学行为的影响， 发现动脉内皮细胞

在剪切力的作用下细胞表面的弹性从 0.83 :i:0.23 Kpa 

增加到 1.75土0.43 Kpa 。 也有文献报道用 AFM 对肿

瘤细胞以及药物处理肿瘤细胞后的细胞骨架及细胞

弹性的研究。 Lekka 等[9]用 AFM 研究正常细胞株与

肿瘤细胞株细胞弹性， 正常细胞较肿瘤细胞高一个数

量级，这种差异与其细胞骨架结构不同有关。 Li 等[10]

用 AFM 结合荧光观察人乳腺癌细胞(MCF-7)和人正

常乳腺上皮细胞(MCF-I0A) ， 发现恶性肿瘤细胞弹性

显著低于人正常乳腺上皮细胞 1.4-1. 8 倍，荧光观察

和AFM扫描图像显示这两种细胞的肌动蛋白结构明

显不同 。

Cross 等 [ 11]利用 AFM技术成功从患有癌症的病

人体内分辨出正常细胞和癌细胞。 由于癌细胞都具

有转移特性，发生转移时细胞弹性会有所改变，所以

利用此特点提取癌症病人体内的积液， 并对其中的细

胞进行力学分析，结果发现转移性癌细胞比良性细胞

的弹性模量要小70%，这种新颖的诊断方法要比传统

的组织化学 、 形态学法准确得多，因为正常的内皮

细胞往往会出现癌细胞的形态， 或是由于体外培养技

术，正常细胞在形态上有时会与癌细胞混淆而出现假

阳性，但是弹性上的差异不会改变，因此为癌细胞的

诊断提供了一条更准确的途径 。

在临床肿瘤诊断研究中临床样本存在正常细胞

和肿瘤细胞， 一般光学显微镜下很难区分这两种细

胞。目前的方法是通过特异标记物来标记细胞并在

显微镜下用 AFM 的探针压痕标记的细胞，但问题是

特异标记物少且过程繁琐 。 通常肿瘤细胞的细胞核

较正常细胞要大，通过 4' ， 6- 二眯基 -2- 苯基呵|睐 (午，

6-diamidino-2-phenylindole, DAPI) 着色后，可通过区
分图像中细胞核的大小来初步辨别正常细胞和癌细

胞， 然后用探针有针对性地压痕细胞。 但 DAPI 染色

细胞核是否影响细胞的弹性是本文研究主要目的也

是为用 AFM快速诊断肿瘤细胞的临床研究提供基础

数据和方法 。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

实验药品 : DEME 培养基， 10% 胎牛血清， 1% 青

霉素和链霉素， DAPI 染液等购自 Sigma 公司 。

实验细胞: A549 肺癌细胞。 A549肺癌细胞的培

养:将细胞培养在培养皿中并置于 37 oC , 5% CO2 的
培养箱中温育， DMEM 培养基另外再加上 10% 胎牛

血清 、 1 % 青霉素和链霉素在 AFM 实验前， 细胞
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Fig.l Optical images of A549 cells cytological sample. The AFM tip pressed the center of A549 cell (Scale bars=20 阳n)

的生长密度达到 80% 左右。 用 DAPI 染液染色培养

皿中的 A549 肺癌细胞，然后加入 PBS 于培养皿，同

样在AFM作未染色的细胞实验时用 PBS替换DMEM

培养基。

1.2 AFM 实验
利用 Veeco 公司的 Nanoscope IV Bioscope 型

AFM， 其配有倒置显微镜，通过此显微镜可以在大的

视野范围内寻找到需要检测的细胞， 在本实验中主要

是利用此功能将探针移到细胞的胞核区域进行力曲

线操作 。 所选用的探针为氮化硅材质的锥形探针，

半开角为 360，弹性系数为 20 PN/nm，每次实验开始

前需要通过热振动的方法对探针的弹性系数进行校

正[ 1 2 ， 1 3 ) 。 力模式下探针在压入细胞以及从细胞回拉

过程中可以得到作用力与压电陶瓷Z方向位移的力 ­

距离曲线关系，通过分析其中的进针曲线可获取细胞

表面的弹性模量。 探针压痕细胞大概深度为 1.5μm，

细胞承受的最大力度为 25 nN 。

1.3 数据分析

利用赫兹模型(14， 15)模拟实验所得到的力曲线， 选

取进针曲线中 400 nm 压痕以内的数据，利用的公式

如下:

F =3_ E = 一一一-tan αο
Jr 1- v2 

其中 F为施加在探针上的作用力(nN) ， E 为需要

被检测细胞的弹性模量(kPa) ， V 为泊松比， α为锥形

探针的半开角， δ为压痕深度(μm) ， 本实验中将泊松

比定为 0 ， 5 。

2 结果
图 1 中所示， 在光学显微镜下经 DAPI 染色的

A549 细胞形状， AFM探针压痕培养在培养皿中的单

个细胞上，同一细胞置于荧光显微镜下用 359 nm 激

发光观察结果 : DAPI 染色的细胞其细胞核呈白色荧

光且清晰可见 。

图 2 中所示， AFM探针以 1 Hz频率压痕细胞， 得

到进针曲线(appro ach c u rve)和回针曲线(re trac t

curve) 。 进针过程中未与细胞接触时， 探针未发生形

变， 力为零， 当探针与细胞表面接触，探针变形产生

力，并随压痕深度增加力增大。 探针与细胞表面接

触点的确定非常重要，在本研究中通过对进针曲线线

性和非线性拟合，确定曲线线性和非线性的拐点，即

接触点 。 然后 以接触点为起点分析探针压痕细胞

400 nm 范围进行模型拟合。

本实验以每个培养皿的细胞群为一个样本， 每一

样本随机选取 18 个细胞，从第一个细胞到第 1 8 个细

胞每个细胞作 10 条连续力曲线，通过模型拟合得到

细胞的弹性模量，数据平均后得每个细胞的平均弹性

模量。 图 3 中所示， DAPI 染色 A549 细胞弹性模量

在 0.91 :t0 . 3 至 8.37土1.2 1 之间，同样对照 A549 细胞弹

性模量变化范围 1.48土1. 06 至 7 .27土0 . 31，每组 18 个
细胞所用时间为 60 min 左右，从分布图所见，所测细

胞随测量时间其弹性模量呈随机分布 。

18 个细胞的弹性模量平均即为这组细胞弹性模

量，图 4 中所示， DAPI 染色的弹性模量为 3 .66:t2 .08

kPa 而对照的非染色 A549 细胞的弹性模量为 3 . 2 1 :t
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Fig.2 Typical force curve obtained from AFM probe (at a rate 

of 1 Hz) such that it approaches, indents, retracts, and releases 
from cell's surface 
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Fig.3 Each bar shows the Young's modulus of an individual 

cell based on 10 consecutive AFM indentations (mean:tSD) 
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Fig.4 The elastic properties of A549 cells and dyed cells were 

measured 

These average Young 's Modulus (E) values (mean土SD) for all AS49 

control cells and dyed cells were found to be 3.21土 1. 73 kPa and 3.66主

2.08 kPa, respecti ve ly 

1.73 kPa，发现 DAPI 作用后，与对照细胞比较没有

显著的差异(Control ， n= 18 , P>0.05) 。

祖国画

3 讨论

近年来国内外有不少关于利用AFM技术测量细

胞弹性性质的报道， AFM在不造成损伤的前提下可以

对活细胞在液态环境下进行原位测量[1 6] 0 AFM 测量

细胞弹性的原理是用一个探头压细胞，测量所加载的

力 ， 然后用适当的模型分析力- 压痕曲线，从而得到

弹性模量。 目前分析数据的方法是利用经典的赫兹

模型，计算出细胞的弹性模量。 赫兹模型作了一些

假设，比如: 表面是连续的 、 光滑的，变形是相对很
小的 。 对于细胞而言，虽然并不完全符合以上的假

设，但是，赫兹模型对于研究细胞的弹性仍然是非常

有用的 [1 7 ] 。

DAPI是一种能够与 DNA强力结合的荧光染料，

它能粘附在 DNA 双螺旋的小沟区 。 DAPI 作为一种

能与 DNA 分子特异结合的荧光染料，无明显细胞毒

性，可以穿透活细胞胞膜。 因为 DAPI 可以透过完整

的细胞膜，所以它可以用于活细胞和固定细胞的染

色 。 DAPI 标记细胞由于操作简便，被标记细胞的生

命活动无明显影响，可以直接观察，费用低廉， 因此

得到广泛使用 。 本实验结果发现 DAPI 染色细胞和

对照细胞弹性模量没有显著性差别，与 DAPI 未导致

细胞死亡和没有破坏细胞骨架结构有关，如果 DAPI

染色导致细胞凋亡，那么细胞的弹性模量会有较大的

改变，如Lam等[1 8]研究发现凋亡的细胞弹性较活细胞

要大数倍。 细胞的弹性模量的变化受各种生理、 病

理 以及外界物理、 化学、生物等因子剌激的影响，

其中细胞骨架结构动力学变化以及骨架重排对细胞

弹性影响最显著 。 DAPI 穿透活细胞膜与 DNA特异

结合没有影响细胞的骨架结构，所以 DAPI 染色对细

胞的弹性模量没有影响同时可通过 DAPI 的染色初

步区分出细胞核大小， 并为利用探针压痕细胞提供指

针。 本实验过程中测量细胞(1 8 个)一般需近 60 min , 

是否会因测量时间导致细胞弹性呈规律性变化(或增

大，或减小)，图 3 中分布图所示，所测细胞随时间细

胞弹性呈随机变化，这与其他实验和文章报道是一致

的[19] 。 用 DAPI 染色的细胞同样随时间是呈随机分

布，也说明 DAPI对细胞的弹性没有影响 。 所以 AFM

实验过程不会导致细胞弹性随时间而变化。本实验

数据分析所得弹性模量用平均值表征，因为所测细胞

为同一培养皿的细胞其环境条件是一样的， 且研究的

目的是比较在相同实验条件，相同分析方法下两种细

胞的弹性模量是否有差异， Sokolov 等[20]也是用同样

的分析方法来比较药物处理和对照细胞的弹性模量。

目前 AFM用于临床医学研究还处于初始阶段。

尤其在肿瘤临床研究中，临床样本存在正常细胞和肿

瘤细胞， 一般光学显微镜下很难区分这两种细胞 。

如膀脱癌细胞的检测中对脱落细胞弹性进行测定，其

中脱落细胞中既有癌细胞， 又有正常细胞，但光学显

微镜很难辨别 。 目前的方法是通过特异标记物来标

记细胞并在显微镜下用 AFM 的探针压痕标记的细

胞。 同样肿瘤细胞的细胞核较正常细胞要大，通过

DAPI 着色后，可通过区分图像中细胞核的大小来初

步区分正常细胞和癌细胞， 然后用探针有针对性地压

痕细胞。 通过对细胞染色初步区分正常细胞和癌变

细胞并用 AFM 探针测定细胞的弹性， 可以定量分析
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正常细胞和癌变细胞弹性模量的差异 。
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Effect of DAPI Stain on Elastic Properties of A549 Cells 

Zhi-Yi Ye* , Li Zhang, Xia Fan 
(Key Laboratoη 01 Biorheological Science and Technology (Chongqing University), Ministry 01 Education, 

Bioengineering College, Chongqing Uniνersity， Chongqing 400044, China ) 

Abstract Mechanical properties of living cell can be deteIDÚned by using atomic force microscopy (AFM). 

In this study, the A549 cells line and A549 cellline which was dyed by DAPI were measured by AFM. Here we 

report the effect of DAPI on the A549 cell mechanical properties. Ce l1s were incubated with DAPI, and individual 

cell stiffness was tracked with AFM. We used AFM to measure quantitatively the local mechanical properties of 

A549 cells. To get quantitative information on sample elasticity, forces vs. indentation curves were got. The curves 

were then fitted with the Hertz model, yielding Young's modulus values of 3.21 :t1.73 kPa and 3.66士2.08 kPa for the 

A549 cell and similar cell dyed by DAPI, respectively. There was no significant difference between the A549 cell and 

the similar cell dyed by DAPI stain. These observations suggest that DAPI will not lead to the change of cell's 

stiffness. 

Key words atomic force microscopy; Young's modulus; DAPI stain 
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