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原子力显微镜在纳米生物学研究中的应用
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摘要 原子力显微镜(atornic force rnicroscope, AFM) 自从 1986 年发明以来，作为一种重要

的单分子研究工具， 在包括细胞粘附、蛋白折叠以及蛋白间的相王作用等生物学过程的研究 中得

到了广泛应用 。 本文主要介绍原子力显微镜的原理着重于研究相互作用 时能垒大小的确定，以及

常用 的单分子表面修饰方法。

关键词 原子力显微镜(AFM); 单分子;能垒;表面修饰

1 引言

蛋白之间正常的相互作用是机体发挥其生理学

功能的基础。目前的生化方法可以检测出蛋白间相

互作用的亲和力或速度常数。 尽管这些方法可以估

测出蛋白相互作用的速率和自由能的指标，但是它们

不能检测相互作用动力学的重要特征，而那些恰恰可

以揭示各种不同的中间态或替代反应途径 。

近几十年，很多可以直接用于测量生物分子间相

互作用这一动态过程的高分辨率的技术迅速发展，包

括原子力显微镜、光慑和生物膜力学探针等单分子

技术 。 其中，原子力显微镜拥有低至纳米和微秒水

平的超高分辨率，为实时测量单分子间的相互作用提

供了新的途径[ 1 ，2] 。 采用单分子技术避免了其他方法

的内在缺陷，使实时检测单个分子间的相互作用成为

可能[1 ， 3 ， 4] 。 因此单分子技术无疑成了理解控制蛋白

间结合、解离和过渡态能级图的有力工具[2 ， 5] 。

此外，在细胞表面，外力作用可以不断的拉伸分

子。 比如细胞迁移时，利用单分子技术， 可以观察

在牵引力诱导下细胞表面粘附受体受到粘附和去粘

附的循环过程[6] 。 而传统的生物技术要揭示蛋白间

相互作用的内力和外力的影响往往难以实现[7] 。 但

是，采用原子力显微镜之类的单分子工具，则可以直

接测出保持蛋白复合体的力 ， 并可测量反应过程中的

压力和拉力[2]， 有助于深入研究细胞表面及蛋白间相

互作用的动力学能级和确定能垒。 本文就原子力显

微镜的原理、方法及其作为单分子工具在蛋白间相

互作用研究中的应用做一简要综述， 着重阐述研究相

互作用时能垒大小的确定，以及常用的单分子表面修

饰方法。

2 原子力显微镜简介

2.1 原子力显微镜工作原理

原子力显微镜主要包括微悬臂 、 探针、样品

台、能精确移动样品台或微悬臂的压电陶瓷转换

器、以及用于记录微悬臂反射光偏移变化的包含了

激光和光电探测器的光学偏转系统( 图 1) 。 微悬臂

的尖部置于倒置显微镜上， 实时采集光学和原子力显

微镜信号，从而能够实时观察到细胞形态，更适直对

活细胞进行研究。

原子力显微镜最早被用作成像工具[4]，通过有弹

性的微悬臂扫描来探测样品的形貌。 在成像模式下，

原子力显微镜是通过在X和Y轴方向，扫描连在其悬

臂末端的探针在接触样品时实现的 。 在做样品表面

扫描时，压电陶瓷不断的校正微悬臂的位置从而保持

偏离常数不变，通过探测探针的位置变化，可以转化

得到原子级分辨率的样品表面形貌图 。

为了把偏离转换为力单位，微悬臂必须经过校准

测量，然后算出微悬臂的弹性系数 kc 。 校准微悬臂

的方法有 2 种[8]: 应用己知的力常数 F 测出微悬臂的

偏离 x[9]，或者测量微悬臂的热共振频率[ 1 0] 。 目前最

常用的方法是根据 Hutter 和 Bechhoefer 的方法[闷，把

微悬臂看做一个简易的谐振器， 振动模式下每接收到

一个自由度的热能 ksT/2 ， 微悬臂即可从己测量过的

微悬臂偏离方差<x2>来计算其弹性系数，即 1I2ksT=
1/2kc<x2> ， 其中 ks 和 T 分别代表波尔兹曼常数和绝

对温度 。
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F ig. l Schematic of the atomic force microscope (AFM) 

一束激光直接打在微悬臂上，继而反射到裂像光

电二极管上面，通过不同的A-B信号就反映出施加给

探针的力 。 微悬臂小位移时遵从胡克定律，所以微

悬臂弹性系数校正后的光电二极管信号即反映了探

针和样品间的相互作用力 。

2.2 典型的原子力显微镜力曲线

采用力扫描模式，原子力显微镜可以在单分子水

平测定两个相对独立表面间的相互作用，出现就是典

型的原子力显微镜力曲线 。

当微悬臂上抬时，通过测量相对于" 零点力"的

偏移量，得到悬臂接触表面后返回的曲线，从而得到

单个蛋白复合体间分开的力(图 2) 。 在很多实验中，

微悬臂的移动速度达到每秒几个微米时，力的曲线通

过测定微悬臂速度就可得到。 由于介质中存在阻力，
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F ig.2 A representative unbinding trace 

A representative atomic force microscope (AFM) force scan (i.e. , 

optical signal vs piezo displacement) under force scan mode. The two 

interacting surfaces are the AFM tip functionalized with streptavidin 

and an agarose bead with immobilized biotin. 
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微悬臂在自由接近和向后拉时将经受一个与速率成

比例的弯曲常数。 阻力不仅取决于微悬臂的速率和

随温度变化的介质的粘性，还取决于微悬臂的自身特

点、样品的形貌、以及微悬臂与样品的接触和分开

过程[l l J 。

采用原子力显微镜的力扫描模式， Lee[口]和 日orin[口]

直接测出了单个亲和素和生物素解开的力。尽管这

种方法 1994 年才第一次报道，到现在己有数百种蛋

白间相互作用的研究采用了这种或者类似的方法。

在研究抗生物素蛋白链菌素(streptavidin)与生物

素(biotin)的相互作用时，所检测出的是典型的力曲线:

测量开始后，压力首先增大，然后移动琼脂糖小球逐

渐接近微悬臂 。 小球和微悬臂接触前，偏离 / 力信号

保持在稳定基线对应的零点力处。 小球与微悬臂接

触后，微悬臂就向上弯曲，导致偏离 / 力信号发生正

向变化。 当达到了预设的力时(本例中是 200 pN)，压

力就停止增加 。 抗生物素蛋白链菌素和生物素在预

设的接触时间内彼此接触 。 当压力开始回缩， 并逐

渐移动小球回到它最初的位置时，微悬臂向下偏转，从

而揭示了这段时间内的粘附接触过程。 小球继续回

缩，作用于抗生物素蛋白链菌素和生物素的电压逐渐

增加，直到最后链断裂，通过在回缩轨迹上陡的垂直

跃迁即可看出 。 最后，微悬臂退回到最初零力的静

止位置 。

2.3 探针与基底的表面修饰

在研究蛋白-蛋白相互作用的时候，蛋白或者配

体被固定在原子力显微镜微悬臂的探针上，相互作用

的受体被连接在一个合适的表面。当两个表面相互

接触，探针离开表面时分子的相互作用力被悬臂的形

变反映出来。 因此合适的探针和样品处理对于这类

研究的成功是非常重要的 。 修饰探针的方法通常包

括物理吸附和使用带有特殊基团交联分子的共价连

接，修饰基底与修饰探针的方法相似冕物理吸附或共

价连接， 云母、聚苯乙烯、玻璃以及镀金的云母表

面，都是常用的使用基底 。

2.3. 1 物理吸附 常用的物理吸附方法见图 3A，

在戊二醒的帮助下，小分子蛋白可以吸附在探针或基

底表面，如生物素，然后可以通过与表面吸附的分子

有作用的蛋白把后续所需的蛋白固定在基底或探针

的表面。 Franco 和 Yves [叫在 2005 年对细胞凝集素

和肝素的相互作用的研究中使用了这个方法。

2 .3.2 共价连接 共价连接，就是将蛋白利用交

联剂共价结合在基底或者探针表面，这种方法虽然程

序较物理吸附复杂，但是效果稳定，固定也更为牢固 。
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790 综述.

(A) Biotin-(streptavidin) coupling 
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UV irradiated AFM tip Biotin- functionalized Strept-functionalized Receptor-functionalized 
AFM ti p AFM tip AFM tip 

(8) Covalent coupl ing via a PEG linker 

→ 机 →
UV irradiated AFM tip Si lanized AFM tip PEG-functiona lized 

AFMtip 
Receptor-functionalized 

AFMtip 

F ig.3 Schem a tics of surface chemistries commonly used for modifying atomic force micr oscope (AFM) tips 

A: functionalization of AFM tips with streptavidin using phys isorption. B: covalent coupl ing of proteins via a heterobifunctional poly(ethylene 

glycol) (PEG) cross- linker: The amine-reacti ve N-hydroxysuccin imide (NHS ) end of the cross-linker reacts with amines on the silicon tip , 

yielding a stable amide bond, and the reacti ve 2- [pyridyldithio] propionate (PDP) group fo rms a bond with free thiols presented by cysteines 

in the protein , resulting in a stabl e disul fide bond. UV, ultraviolet 

具体的表面修饰过程见图 3B 所示， 首先使用硅;皖偶

联剂将表面活化， 然后使用双功能交联分子 PEG，最

后连接所需要的受体或者蛋白 。

在镀金云母表面上修饰的时候，可直接使用带

有 -SH 琉基的分子，形成金 - 硫键。 在裸云母或者玻

璃表面修饰的时候，要使用硅;皖偶联剂将可进行后续

反应的基团引入。 常用的硅皖偶联剂有氨丙基三乙

氧基硅;院(aminopropyltriethoxysilane， APTES)和 y- 琉

丙基二甲氧基硅皖(3-mercaptopropyl trimethoxysilan e , 

MPTES) 。

氨丙基三乙氧基硅炕(APTES)，分子式如图 4A，

分子中 的 C - NH 2 键 内氨基可与酸 、 竣酸醋 、 自主、

酣、卤代娃、自先肢和腊等进行反应 。

y- 琉丙基三甲氧基硅;院(MPTES)，分子式如图

4B，可将 -SH 引入修饰表面，进行后续实验。

聚乙二醇(polyethylene glyc ol , PEG) ， 分子式 HO

(CH2CH20)nH，由环氧乙:院聚合而成， 长度可控， 具有

良好的可溶性与生物惰性。 在表面修饰中常使用两

端具有活性基团的线性的 PEG 分子作为修饰中的交

OCH. 

叫〉vllJ叭
OC,H, 

A 

C;>CHJ 

H S'-...-户vTl-OCH3

OCH
J 

B 

F ig.4 Sila ne coupling agent 

A: APTES; B: MPTES. 

联剂 。

常用的活性基团有 N- 注基丁二酷亚服(N-Hy­

droxy s u ccinimide, NHS ) 、 马来自先肢(Maleamide ，

MAL) 、 氨基三乙酸(nitri l otri acetic acid, NT A) ， 将在

下文进行介绍。

N-!f圣基丁二酌亚服(NHS) ， 是常用的与氨基反应

的基团，图 5 示为聚乙二醇末端修饰的 N- 担基丁二

毗亚服与氨基酸上的氨基反应的过程。 需要特殊说

明的是， 在 N- 控基丁二酌亚肢反应的溶液体系中，要

避免三注甲基氨基甲炕(Tri s)的出现，因为其带有的

氨基会与目的分子上的氨基产生竞争，从而降低修饰

的效率 。

马来酌肢(MAL)，可与-SH琉基反应生成共价键，

图 6为 PEG末端修饰的MAL与氨基酸上的琉基反应

。

o 
m0 4 0- N 

Fig.S Reaction between NHS and NH2 

o Q 

mREG 叫 11 + SH-R一一一+ mPEG-N;i R 

。。

Fig.6 Reaction between 岛1AL and hyd rosulfide group 
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的过程。

氨基三乙酸(NTA)，可在阳离子存在的下与带有

电stag的蛋白质发生结合， 这里要特殊说明的是NTA­

Histag 之间的连接不是共价键，而是配位键，但是有

研究显示 NTA 与 Histag 之间的作用力足够大，可用

于原子力显微镜研究蛋白 - 蛋白相互作用的实验[ 1 5] 。

的能垒的级联反应得线形的拟合 。 斜率的增加说明

了外部能垒己经被内部能垒抑制， 内部能垒己经变成

了主要影响解离阻力的动力 。

3. 1.1 蛋白质的折叠与去折叠 蛋白质具有四级

结构， 在外力的作用下会被去折叠，成为一级的线性

结构。泛素是一种广泛存在在真核细胞中的小分子

蛋白 ， 多个泛素通过K48形式的异肤键连接形成特定

连接的泛素链， 当给这个泛素链施加外力， 泛素就会

依次去折叠形成线性的氨基酸链， 哥伦比亚大学的

Schlierf、 Li 和 Fernandez 对泛素的去折叠现象及其

机制进行了研究11 8 . 1 9] 0 当泛素去折叠后，外力仍维持

在一个较小的水平， 则可观察到蛋白的重折叠现象，

Fernandez使用原子力显微镜的力钳模式(Force-Clamp

Spectroscopy)成功地观察到了泛素重折叠的力曲线[20] 。

3.1.2 蛋白质 - 蛋白质相王作用 图 8 为经过共

价修饰的蛋白相互作用示意图 : 首先使用硅炕偶联剂

(MPTES/ APTES)将活性基团引入探针和基底表面， 然

后使用双功能基团的PEG作为交联分子， 然后与蛋白

共价连接(有 6Hi s 的蛋白还可以通过 NTA 进行修

饰) 。

将蛋白固定在探针表面，向基底靠近， 就可以和

底面修饰的蛋白发生相互作用 ， 可以精确测量出几十

甚至十几皮牛顿的力，从而进一步计算蛋白 - 蛋白相

互作用之间的能垒大小 。

3.2 基于原子力显微镜的单分子水平活细胞研究

原子力显微镜相比较传统扫描显微镜来说最大

的优点就是可在细胞的生理条件下进行实验， 从而得

到传统条件下无法得到的许多重要数据， 除活体成像

外， 应可进行细胞的压弹性测量， 蛋白与细胞表面的

蒋青青等: 原子力显微镜在纳米生物学研究中的应用

原子力显微镜研究生物单分子及其相互

11=用
3.1 原子力显微镜在生物分子相互作用中的能垒

测量

能垒是反应生物分子相互作用时由一个状态转

换到另一个状态的屏障分子在两个不同状态的 自 由

能之间，越过能垒才能进行反应的发生。 然而， 一

个恒定的拉力在原子力显微镜实验中很难维持， 所以

一个动态的力学方法在确定外力作用下的解离速率

被广泛应用于受体 -配体复合物。 通常使用 Bell-Evans

模型[ l 6. l 7]，描述了外力对键解离时速率的影响 。

在上述描述中 ， 拉力中变化的速率， rf=df/dt，被

称作"加载速度(Loading rate)"，可在实验中通过不同

的悬臂抬起速率和 / 或弹性系数来控制 。 对于很多

配体受体的相互作用，解离的力己经显示随加载速度

来改变。 在这些研究中，根据解离的力和加载速度

可用来解释配体 - 受体复合体的能垒。

如下图 7A， TSl 和 T但 是两种状态间不同的势

能， 在没有外力施加的时候，复合物解离的动力学被

外界能垒所决定(例如 TS2)，外界的力使能垒倾斜并

且抑制了外界的能垒。在势能中进一步增加的力被

内力能垒所抑制(例如 TSl ) o 7B 所示为两个很尖锐

3 

slope=kB T/g, 

\/ 

(8) 

U
Q
』
。
比

force>>O 

(A) 

h
M』
U
Z
ω

Fig.7 Dynamic force spectroscopy 

A: effects of an applied force on a prote in- protein interaction potential consisting of two transition states. 8 : two linear regimes are predicted 
fo r a cascade of two sharp energy barriers. 

Log. (Loading Rate) 
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蛋白进行相互作用，以及细胞之间发生的相互作用 。

蛋白纯化后的特性可能和它们在生理状态下不

同，所以最好在活细胞上研究蛋白间的相互作用 。

但是活细胞表面比包被在小球或者云母上的单个蛋

白要复杂得多。 此外细胞表面受体密度低以及存

在非特异性结合都是问题。 目前亲和成像位点实验

给原子力显微镜研究蛋白间相互作用提供了定位， 亲

和成像使原子力显微镜的配基与受体相互作用力的

测量与成像功能相结合 。

(A) 

11 

Substrate 

3.2.1 细胞压弹性测量 细胞弹性是细胞的基本

性质之一，它随着细胞种类、不同时期、不同应激

状态等不同而不同，由细胞骨架控制，对于细胞的运

动 、 分化等都有着重要的意义 。 早在 199 8 年， A­

Hassan 就利用原子力显微镜测量了马 - 达二氏犬肾

(细胞系)，得出细胞性并不与形貌的高度相关的结论，

并对细胞表面的弹性进行了粗略的扫描，构建了细胞

表面弹性分布图[2 1 ] 。

3.2.2 靶向定位蛋白分布的活细胞/细胞膜测量(force

mapping) 和传统的显微镜一样，原子力显微镜的

发明起初是被用于成像，可以利用其探针细微的形变

描述被扫描样品的形貌。 此外，原子力显微镜还可

以记录探针与底面之间修饰的不同样品的力曲线，与

成像功能结合，即可进行靶向定位蛋白分布的活细胞

测量。与传统的荧光显微镜不同，原子力显微镜可

以真实地反映出蛋白的分布和作用力的大小，是其他

任何手段都难以同时实现的。

阻m通过在探针上包被嗅蛋白抗体，得到了嗅蛋

白(olfactory marker protein, OMP)在鼻骨中的分布图[22] 。

Grandbois 利用凝集素(lectin)和 A型红细胞膜蛋

白间的相互作用，还将A型红细胞从0型红细胞中分

离出来[刀]。

3.2.3 细胞 - 细胞相王作用 AFM 原子力显微镜

也被用于细胞和细胞黠附的研究 。 和早期的研究不

同，原子力显微镜是将一个细胞粘在微悬臂的末端，当

作探针来进行相互作用的研究。 该方法允许配基和

受体在更接近自然环境下作用 。 这种方法潜在的应

用包括细胞激活后的勤附调节，比如将一个白细胞粘

附在用刀豆A修饰过的微悬臂上，来研究白细胞和其

他细胞间的相互作用 。

(B) 

0.8 

0.6 ll li 

。 .4

毛 0.2

u。ζ』oJ. ->- 。

J:L创酬J飞甲d
IV 

-0 .4 凡"εh
-0.6 

-0.8 
2 4 6 8 

Distance (μm) 

Fig.9 Single-cell force spectroscopy 

Depiction of a ceII-adhesion measurement (A) for which characteristic approach (green) and retraction (blue) traces are shown (B)1241 
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如图 9AI321所示，细胞和基底发生相互作用 。 被

测量的基底可以是另一个细胞 一个功能化的表面或

器官的表面 。 被悬臂背面反射的激光束打在光电探

测器上的位置反应出加在探针上的力 。 在下压的阶

段(被绿色箭头标注) 。 细胞(探针)被压在基底上直

到达到一个预置的力(通常小于 lnN)。经过一段 。 至

20 分钟的时间接触后， 细胞从基底抬起(蓝色箭头标

记)， 一个力 - 距离的曲线就被记录下来。 图 9B [刊所示

为对应的细胞黠附的信号，随着细胞拉力的增加， 基

底和细胞之间的键依次断开(AIII)直到细胞与底面完

全分开。 最大的向下的力产生于原子力显微镜悬臂

的分离的力 (F detach ) 。在细胞从底面分开的过程

中，两种类型的分子解离事件发生。在第一个事件

中钢定在细胞外层上的受体当随力的增加而解离(表

示为跃迁) 。 第二个解离事件发生在当受体没有哪定

而被从细胞膜上拉了起来， 在解离力，距离曲线中 ， 长

的持续相同的力的平台通常表示拉起的链。 图中阴

影的部分代表了细胞从基底上去黠附测量的工作。

4 结语

经过 20 多年来的发展原子力显微镜的灵敏度

在不断的增加，技术也日趋成熟 。 但是由于原子力

显微镜仪器昂贵， 操作复杂， 使其应用受到了一定的

限制 。 随着原子力显微镜的市场化和软件开发的成

熟化，这一缺陷也将逐渐得到改善，使操纵及其结果

的分析更加人性化 。 除了高分辨率成像， 原子力显

微镜正作为一种单分子力谱技术，在用于阐明分子和

细胞的生物物理特性方面发挥越来越重要的作用 。
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Atomic Force Microscopy in Nano-biological Study 

Qing-Qing Jia晖， Li-Juan Zhang2, Yu Zhang l, Yan Guol, Wei Renl, Xiao-Hui Zhang l, Xin-Yan Wangl * 

(' lnstitute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai lnstitute for Biological Sciences, CAS, Shanghai 200031, China; 

2Chongqing academy of animal science, Chongqing 402460, China) 

Abstract Since its invention in 1986, the atomic force microscope (AFM) has emerged as a flexible and 

powerful tool for exploring a variety of biological processes, including cell adhesion , protein folding , and protein­

protein interactions. This review focuses on the application of the AFM to studies of protein- protein interactions. It 

describes the cornrnonly used methodologies and reviews the theoretical framework used to analyze single-molecule 

protein-protein unbinding measurements. This rev iew surnrnarizes recent progress in the field and shows that the 

AFM provides an excellent tool for probing interactions on the cell surface, for understanding the energy landscapes 

that govern the dynamics of protein interactions , and the cornrnon used method of surface modification. 

Key words atomic force microscope(AFM); single-molecule; energy barrier; surface modification 
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