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摘要 生命活动过程与生物分子内或生物分子间机械力的作用密不可分．原子力显微镜具有极高的力学分辨率，可以在近生

理条件下对生物样品进行力学测量，是研究生物体系力学相互作用的理想工具． 基于原子力显微镜的单分子力谱

(AFM-SMFS)技术可以在单分子、单细胞水平测量生物分子内或生物分子间的相互作用．本文首先扼要介绍了 AFM-SMFS 技

术，包括 AFM-SMFS 的基本原理、力谱测量及分析方法(蠕虫链模型、自由连接链模型和自由旋转链模型)以及探针的化学修

饰方法(硅 / 氮化硅探针和镀金探针的修饰)；重点介绍了利用 AFM-SMFS 技术对活体细胞表面蛋白(转化生长因子 茁1、

CD20、热休克蛋白以及蛋白酪氨酸激酶)和糖类分子(葡萄糖和甘露糖)的近期研究进展；随后介绍了利用 AFM-SMFS 技术对

活菌体表面蛋白(肝素结合血凝黏附素和 Als5p 黏附蛋白)和糖类分子(半乳糖、甘露糖、B 族碳水化合物、荚膜多糖、琢- 甘露

聚糖、茁- 甘露聚糖、茁- 葡聚糖以及几丁质)的近期研究进展；最后对 AFM-SMFS 技术的缺点和发展前景进行了总结和展望．
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生物大分子(如 DNA、RNA 、糖类及蛋白质

等)具有重要的生物学功能，在遗传、生长、发育、

进化及病变等许多重大生命活动中都发挥着不可替

代的作用．生物大分子的化学特性和这些分子之间

如何协同组装成生物大分子复合物和细胞亚结构，

及其在细胞物质与能量代谢过程中的功能是分子细

胞科学研究的基本问题．因此，研究生物大分子的

相互作用，有利于深入地理解生命过程，更清楚地

认识生命本质，在学术和应用方面都具有非常重要

的意义．

从物理学的角度，生物分子内及分子间的相互

作用，如生物分子内部结构的变化及分子间相互识

别作用都可以用力学来定性和定量研究．单分子水

平上的探测手段是研究上述作用力的必然要求．随

着科学研究的深入，目前已发展出多种单分子检测

技 术 ， 如 基 于 原 子 力 显 微 镜 (atomic force

spectroscopy，AFM)的单分子力谱(single molecule

force spectroscopy, SMFS)技术[1-2]、光学镊子(optical

tweezers)技术[3]、磁镊(magnetic tweezers)技术[4]等．

上述几种单分子检测技术具有不同的力学分辨能力

和力学动态测量范围，故适用于不同的研究对象

(表 1)[5-6]．光学镊子是通过利用光陷阱捕获微米级

小球并对其操纵的一种先进技术．利用光学镊子进

行单分子力谱研究的基本原理是：将生物分子一端

固定在基底上，将另一端黏附在经修饰的微球上，

而后驱动微球在 z- 方向上运动，进一步根据小球

受力及运动位移的关系得到生物分子的力学特性．
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AFM 是由 Binnig 等[8]在 1986 年发明的，由于

它具有极高的成像分辨率(10-10 m)、力学分辨率

(10-12 N)、可在生理溶液环境下工作等诸多优点，

因而在生物领域被广泛应用[9-10]．基于 AFM 的单分

子力谱(AFM-SMFS)技术可在单分子或单细胞水平

对生物大分子相互作用进行研究，已成为研究生物

大分子相互作用不可或缺的测量工具，如测量

DNA[11-12]、蛋白质[13]和氨基酸[14]分子的力学指纹谱、

酶与底物[15]以及抗原与抗体[16]等之间特异性相互作

用．关于这些方面的研究已经有相关综述[17]．为了

促进 AFM-SMFS 技术在前沿生物学领域研究中的

应用，本文主要总结和阐述了 AFM-SMFS 技术在

活体细胞、细菌和真菌表面生物大分子检测方面的

最前沿应用．

1 基于原子力显微镜单分子力谱技术

AFM-SMFS 技术是在 AFM 技术的基础上发展

起来的，它是定量探测分子内或分子间微小作用力

的力学检测技术，涉及到的技术主要包括：AFM

力学测量、AFM 探针的化学修饰(功能化)和应用适

当物理模型对测得的力学曲线进行拟合分析．

1.1 基于原子力显微镜单分子力谱技术的基本原理

AFM(图 1a )的核心部件是 AFM 探针，即：一

个带有细小针尖(tip)的微悬臂(cantilever)，微悬臂

实际上是一个微小的力传感器．AFM 的力学测量

原理是：AFM 探针相对样品在 z 方向运动，在该

过程中探针针尖趋近样品、接触样品、挤压样品和

趋离样品，系统会自动记录微悬臂偏转量及压电陶

瓷扫描管(piezo tube)在 z 方向上的位移；根据胡克

定律可以计算出针尖与样品之间的作用力 F=-k·m
(k 为微悬臂的弹性系数，m 为微悬臂的偏转量)；

将受力与扫描管位置变化绘图(图 1b)即可得到力 -

扫描管位置变化曲线 (包括趋近曲线 (approach

curve)和回退曲线 (retraction curve) )，简称力曲

线．力曲线的具体物理意义为：a．在 AFM 探针

趋近样品但未与样品接触的过程中，AFM 探针与

样品之间没有作用力，故探针受力为零，微悬臂未

发生偏转，此过程在力曲线上表现为一条水平基线

(图 1b，过程 1)；b．当探针针尖接触样品后并对

样品进行挤压的过程中，微悬臂受到样品的排斥作

用力而发生向上偏转，直至达到偏转阈值，此过程

在力曲线上表现为排斥力逐渐增大(图 1b，过程

2)；c．微悬臂达到偏转阈值后，探针开始逐渐趋

离样品，由于微悬臂仍受到排斥力，所以该过程在

力曲线上表现为排斥力逐渐减小(图 1b，过程 3)；
d．当微悬臂向上的偏转量减小为零后，探针与样

方法 力学分辨能力 /pN 动态测量范围 典型应用

原子力显微镜 >1 逸1 滋s DNA，蛋白质，多糖，高分子聚合物

光镊 0.1～100 逸10 ms 肌动蛋白，DNA，RNA，蛋白质，分子马达

磁镊 0.01～100 逸1 s DNA分子的拉伸和扭转

该技术的主要不足之处在于：a．在测量时，光束

一定程度上会对生物样品造成光损伤和热损伤；

b．光陷阱在捕获微球时具有非特异性，任何物体

都有可能被捕获，并且任何对光造成的干扰都会影

响光陷阱的稳定性，因此，要求待测生物样品具有

非常高的纯度和非常低的浓度[6]．利用磁镊进行单

分子力谱研究的基本原理是：磁场作用于一个磁性

微球，将生物分子一端固定在基底上，另一端黏附

在经修饰的磁性微球上，而后驱动磁性微球在 z 方
向上运动或在 x-y 平面内扭转，进一步根据磁性微

球受力及运动位置变化的关系得到生物分子的力学

特性．磁镊的主要技术缺点在于：在测量过程中对

磁性微球的位移检测是通过相机拍照实现的，因

此，对磁性微球位置检测的精准性和实时性受到相

机的像素和响应时间的限制[7]．除上述缺点之外，

由于光镊和磁镊能够稳定检测的最大作用力一般约

为 100 pN，因此，这两种单分子操纵技术难以用

来探测亲和力比较强的单分子对以及共价键断裂等

生物过程．在生化检测方面，虽然免疫分析法(包

括放射免疫分析法及荧光免疫分析等)可以对待测

生物分子进行定量分析，但是却无法揭示生物单分

子对间相互作用及解离的动态过程．因此，研发

AFM-SMFS 技术是其他单分子操纵技术及生化检

测手段的有力补充．

Table 1 A comparison of three important single molecule detection methods[5鄄6]
表 1 对比三种重要的单分子探测方法[5鄄6]
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Fig. 2 Schematic diagrams of stretching a polymer on a substrate (a) and
the recorded force curve simultaneously (b), using AFM鄄SMFS

图 2 基于原子力显微镜的单分子力谱(AFM鄄SMFS )技术拉伸聚合物的示意图

(a) 受力机理分析图．其中 d 为微悬臂基座或扫描管在 z 方向的抬升位移；驻 为微悬臂向下偏转的距离；R 为探针针尖末端与衬底表面之间

的距离(被拉伸聚合物分子段的末端距)． (b)单分子力谱示意图．

AFM-SMFS[21-22]是对回退曲线(力 - 扫描管位置

变化曲线)进行深入分析而得到关于生物大分子本

身拉伸特性或与其他分子 / 物质作用力特性的一种

力学分析方法(图 2)．首先对回退曲线进行校正，

从扫描管本身位移 (d)去除微悬臂本身的向下偏

转量(驻)，得到针尖在 z 方向上实际运动的距离(R)

(图 2a)．然后绘制微悬臂受力 F与探针末端的位移

R 的关系图，便可得到力 - 距离曲线 / 拉伸力曲线

(图 2b)．利用物理模型，如蠕虫链模型、自由连接

链模型以及自由旋转链模型等对拉伸力曲线进行拟

合分析，可得到目标分子本身拉伸的生物物理学性

质，对拉伸力曲线中的解离峰进行分析，得到相应

的解离力，从而得到生物大分子对之间的特异性相

互作用方面信息．

品之间的作用力由排斥力(正值)变为黏滞力(负值)，

此时微悬臂向下偏转直到克服最大黏滞力而脱离样

品表面后偏转恢复为零，该过程在力曲线上表现为

向下的峰(图 1b，过程 4)；e．由于针尖已完全脱

离样品，探针与样品之间没有作用力，在探针进一

步回退过程中微悬臂受力为零，该过程在力曲线上

表现为一条水平基线(图 1b，过程 5)．通过对该完

整力曲线进行校正和模型分析，可以得到样品的压

弹性和黏弹性等一系列力学特性[18-20]．

(a) (b)

d

R

Fig. 1 Schematic diagrams of atomic force microscopy (a) and approach and retraction curves of force
vs piezo position/displacement in the z direction (b)援 PSPD in (a) represents position鄄sensitive photodetector

图 1 原子力显微镜的原理及力鄄扫描管位置变化曲线示意图

(a) 原子力显微镜的原理示意图，图中 PSPD代表位置灵敏光电检测器． (b) 原子力显微镜力 - 扫描管位置变化曲线示意图，包括趋近力曲线

(实线)和回退力曲线(虚线).
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通过对实验所得拉伸力曲线模型拟合可得到分

子内或分子间的生物物理信息．如利用蠕虫链模型

(WLC)拟合分析单个串联重复序列的肌联蛋白解折

叠力曲线[31]可以得到肌联蛋白各个结构域展开的轮

廓长度和相应的持续长度等信息(图 4a)，用该模型

拟合相互作用的单分子对链霉亲和素与生物素标记

的 G- 四链体 DNA 相互作用的拉伸力曲线[32]，可以

得到 G- 四链体 DNA 伸展开的轮廓长度及相应的

持续长度等信息(图 4b)．

Fig. 3 Schematic diagrams of (a) the worm鄄like chain model (WLC)，(b) the freely jointed
chain model (FJC)，and (c) the freely rotating chain model (FRC)

图 3 拉伸力曲线拟合的理论模型

(a) 蠕虫链模型；(b) 自由连接链模型；(c) 自由旋转链模型示意图. 蠕虫链模型是具有恒定弯曲弹性且无微观结构的半柔性均质线链；自由连

接链模型的键长 l固定，键角 兹任意，键在任何方向上取向几率相等；自由旋转链模型的键长 l 固定，键角 兹固定，键可以在键角允许的范

围内自由旋转．

1.2 生物大分子力谱测量及分析方法

在 AFM-SMFS 中，有两种基本测量体系：一

种是对单个生物大分子本身进行拉伸，即将生物大

分子的一端固定在针尖上，将其另一端固定在其他

表面(如将其固定在修饰的基底上或天然连接在

细胞表面)，然后利用 AFM-SMFS 技术对其本身的

性质进行拉伸研究，如 DNA 分子力学指纹谱的测

量[23]；另一种是对相互作用的一对生物大分子进行

拉伸，即将其中一个生物大分子的一端固定在针尖

上，而让其另一端与其他生物分子进行识别反应，

然后对其拉伸，从而得到该分子对之间的作用特

性，如生物素与亲和素的相互作用力可以通过该技

术进行测量[24]．

对生物大分子本身的弹性力学性质可以选择合

适的理论模型 (图 3)，如蠕虫链模型 (worm-like

chain，WLC)[25] (公式 1)、自由连接链模型 (freely

jointed chain，FJC)[26-27](公式 2)或自由旋转链模型

(freely rotating chain，FRC)[27-28](公式 3)等，对力曲

线进行拟合得到拟合参数如分子的本身长度、拉伸

长度和机械特性等．生物大分子的机械特性参数主

要是持续长度(lp，蠕虫链模型)、库恩长度(lk，自由

连接链模型)或旋转单位长度(lb，自由旋转链模型).

F lp
kB·T = R

L[F] +
1

4(1-R/L[F])
2 - 1

4
(1)

R=L[F]· coth
F·lk
kB·T蓸 蔀- kB·T

F·lk蓘 蓡 (2)

R=L[F]· 1- kB·T
2F·lb蓘 蓡 (3)

(1)(2)(3)式中，R 为在回复力 F作用下单个高

分子的末端距，L[F]为高分子的伸直长度，kB 为波

尔兹曼常数，T 为温度．其中 L[F]、lp、lk 及 lb 是
模型拟合的自由参数，lk 和 lp 分别对应于图 3b 和

图 3c 中的 l 值．Schooll 等[11]利用 FJC 模型拟合分

析了单链核酸(DNA 和 RNA)过渡转变(overstretch

transition)的力学指纹谱．Cui 等[27]利用 FRC 和 FJC

模型拟合分析了单链 DNA 的黏弹性．Cheng 等[29]

利用 WLC 模型拟合分析了串联的蛋白结构域(I278)

在磷酸缓冲液中结构域的解折叠过程．Lv 等[30]利

用 WLC 模型拟合分析了串联的蛋白质结构域

(GB1-G6)4 在 Tris-HCl 缓冲液中有无 Ca2+ 存在的状

态下 G6(凝溶胶蛋白)的解折叠变化情况．

l

l
l

l

兹
兹

兹

兹

FRCFJCWLC

(a) (b) (c)
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Fig. 4 The analysis of stretching force curves using the WLC model[31鄄32]
图 4 利用理论模型对单个生物大分子和相互作用的一对生物大分子的拉伸力曲线进行拟合分析[31鄄32]

(a) 利用蠕虫链模型拟合分析串联重复序列的肌联蛋白的解折叠力曲线；(b)利用蠕虫链模型拟合分析生物素标记的单分子 G- 四链体 DNA 与

链霉亲和素相互作用的拉伸力曲线．

1.3 AFM探针的功能化修饰

在 AFM-SMFS 实验中，许多情况下需要对

AFM 探针针尖进行适当的化学修饰．针尖化学修

饰的方法有多种，其中比较常用的修饰方法是商品

化的硅或氮化硅探针经化学处理(如食人鱼洗液

(98%H2SO4∶30%H2O2=7∶3)清洗)使其表面暴露出

大量硅羟基(—Si—OH)，再对探针表面硅羟基进一

步硅烷化、醚化或氢硅化等，或者直接将镀金针尖

进行巯基化处理．经上述处理后的探针进一步与交

联剂(如聚乙二醇)连接，最终可以实现将具有或修

饰上对应基团的生物大分子连接到探针表面．

1.3.1 硅探针的化学修饰

硅探针的化学修饰方法主要包括三种，即探

针的硅烷化、醚化和氢硅化． a．探针的硅烷化

是探针化学修饰的主要方法之一，此方法基于探

针表面活化的硅羟基与硅烷化试剂(如 3- 氨基丙

基 三 乙 氧 基 硅 烷 (3-aminopropyltriethoxysilane，

APTES)、 3- 氨 基 丙 基 二 甲 基 甲 氧 硅 烷

(3-aminopropyldimethylmethoxysilane，APS) )反应，

在针尖表面形成含有所需化学基团的有机单分子

层[33-34](图 5a)．b．探针的醚化是利用醇类(通常是

乙醇胺)与探针表面活化的羟基(—OH)反应，形成

末端含有氨基(—NH2)的有机单分子层[34](图 5b)．

c．在探针的氢硅化中，首先对探针表面用 1%的氢

氟酸(HF)处理形成氢化的硅表面，然后利用氢化表

面与烯烃加成反应，通过 Si—C 共价键将有机分子

连接到针尖表面[35](图 5c)．

1.3.2 镀金探针的化学修饰

比较常用的镀金层探针的化学修饰方法，是镀

金探针表面与烷硫醇的巯基通过金硫键之间的强非

特异性相互作用，形成稳定的自组装单分子层[33, 36].

通常采用热蒸镀的方法在针尖表面镀金：首先在硅

针尖表面热蒸镀一层厚度为 3～5 nm 起黏附作用的

铬层，随后镀一层厚度为 15～100 nm 的金层[36-37].

为了控制针尖表面目标分子的密度，可以通过将目

标烷硫醇与其他烷硫醇按一定比例混合后在镀金针

尖表面形成混合型自组装单分子层[38-39]．

1.3.3 功能化探针表面修饰生物大分子

氨基化的探针表面可与交联剂如 NHS-PEG-M

(PEG 为聚乙二醇，M 代表各种化学基团，如

MAL、NHS、aldehyde 及 acetal 等)的 NHS(N- 羟

基丁二酰亚胺)基团(图 6a)[16, 40-41]、戊二醛的醛基

(—CHO)(图 6b)等连接[42-43]；巯基化的探针表面可

与交联剂如 MAL-PEG-M 的 MAL(马来酰胺)基团

连接[44-45](图 6c)；镀金探针可与烷硫醇的巯基连接[32]

(图 6d)，再进一步与交联剂 (如 MAL-PEG-M)连

接．若生物大分子本身或经修饰后在其表面含有可

与上述经修饰的化学分子自由端的化学基团反应，

则可将生物大分子连接在探针上，如 P-factor 表面

暴露的巯基基团可直接与 NHS-PEG-MAL 的 MAL
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Fig. 5 Chemical modifications of the surface of silicon or nitride silicon AFM tips
图 5 硅或氮化硅探针的化学修饰

(a) 硅烷化. (b) 醚化. (c) 硅氢化．其中，X 代表 NH2、SH和 COOH等化学基团或者其他化学物质；R 代表烃类衍生物．

Fig. 6 Coupling reactions between the surface of functionalized AFM tips and chemical groups
图 6 功能化探针与不同化学基团的耦合反应

(a) 氨基与 N- 羟基丁二酰亚胺(NHS)的耦合反应. (b) 氨基与醛基的耦合反应. (c) 巯基与马来酰氨(MAL)的耦合反应. (d) 金镀层与烷硫醇形成

的自组装单分子层．其中．M代表 MAL、NHS、aldehyde 及 acetal 等；Y代表 HS、OH及 COOH等．
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基团相连[41](图 6c)；酶或抗体等蛋白表面暴露的氨

基基团可直接与戊二醛的醛基 [42]或 NHS-PEG-

aldehyde 中的 aldehyde 基团 [34](图 6b)、MAL-PEG-

NHS 中的 MAL 基团[16, 46]连接等．若所连生物大分

子表面不含有相应连接基团，可对生物大分子进行

适当的化学修饰，如对 dsDNA 的 5忆端进行巯基

化、氨基化及生物素化等[47-48]修饰，然后将其连接

到功能化(修饰)的 AFM 针尖上．

2 利用单分子力谱技术对活细胞表面蛋白

质分子和多糖分子的研究

近年来，AFM-SMFS 技术在活体细胞表面生

物大分子的研究和应用方面已成为国际研究的新热

点，具有很广阔的发展前景[49]．该技术为探测各类

型细胞表层分子的功能和特性提供了新思路和新方

法：可以很直观地了解目标分子与特异性结合分子

相互作用的力学信息，深入了解所需探测的目标分

子在活体细胞表面的分布情况及外界环境刺激下的

变化情况．这些研究对于深入了解细胞表面分子的

生物化学特性以及这些表面分子对细胞内部信号通

路的功能具有重要意义．

细胞是生物体基本的结构和功能单位，细胞膜

表面分布着多种特异性结合位点，因此涉及复杂的

生物大分子间相互作用，如膜表面受体蛋白与相应

配体、碳水化合物与外源凝集素、抗体与抗原及细

胞黏附分子与胞外基质等．这些物质之间的相互作

用对细胞体内外物质运输及信号传导具有重要的作

用[49]．

2.1 利用单分子力谱技术对细胞表面蛋白质分子

的研究

AFM-SMFS 可以在生理条件下对活细胞表面

受体 / 配体以及抗原 / 抗体的特异性作用位点实现

实时原位的探测，使人们深入了解细胞表面生物分

子的生理功能．在过去的几年里，AFM-SMFS技术

在细胞表面生物分子相互作用及诱导相关生理过程

的研究取得了重大突破．下面以几个典型的例子介

绍单分子力谱技术在活细胞表面生物大分子研究方

面的重要进展．

首先，AFM-SMFS 技术在机体免疫调节、细

胞增殖分化和凋亡等重要的生理过程中起着重要作

用的转化生长因子 茁1(transforming growth factor 茁1,

TGF-茁1)，与其受体相互作用方面的研究取得了突

破性进展．TGF-茁1 的受体玉 (T茁R玉)和受体域
(T茁R域)是定位于细胞膜表面的跨膜蛋白．在活细

胞信号转导中 TGF-茁1 与 T茁R玉/T茁R域之间的特

异性相互作用方面已有研究表明[50]：TGF-茁玉不能

单独与 T茁R玉结合；TGF-茁玉虽然可以单独与

T茁R域结合，但是 T茁R域的信号转导却依赖 T茁R玉.

因此，TGF-茁1 通过招募并结合 T茁R玉和 T茁R域两

种受体实现信号转导．Yu 等[45]首次从生物物理学

角度考虑，利用 AFM-SMFS 技术对活细胞信号转

导中 TGF-茁1 与 T茁R玉/T茁R域之间特异性相互作

用机制进行了探讨和分析(图 7)．通过 AFM 与荧光

显微镜(fluorescence microscope)联用，利用荧光标

记的方法，将修饰 TGF-茁1 的 AFM 探针分别对仅

表达绿色荧光标记的 TGF-茁域型受体(T茁R域-GFP)

的 HEK293A 细胞(人胚胎肾细胞)和同时表达绿色

荧光标记的 TGF-茁玉型受体(T茁R玉-GFP)和红色荧

光标记的 TGF-茁域(T茁R域-RFP)型受体的 HEK293A

细胞进行 AFM-SMFS 探测．结果表明，当细胞同

时表达两种受体时，TGF-茁1 与 T茁R玉/ T茁R域之

间的作用力明显高于细胞只表达 T茁R域时 TGF-茁1

与 T茁R域之间的作用力，即 T茁R玉的表达会提高

TGF-茁1/T茁R域复合物的稳定性，使细胞中信号更

有利于转导．由此可见，利用 AFM-SMFS 技术可

以在单分子水平来定量和定性研究抗体与受体的识

别反应，为深入研究活体细胞信号转导机制提供了

新途径和新方法．

其次，在抗体与抗原相互作用研究方面，

AFM-SMFS 技术也起着非常重要的作用．CD20 是

一种在 B 淋巴细胞中大量表达的跨膜蛋白，是 B

淋巴细胞表面的标识物；而利妥昔单抗(Rituximab)

Fig. 7 Schematic diagram of measuring the interaction
between TGF鄄茁1 and its receptor T茁R玉/T茁R域

on living cell surface using AFM鄄SMFS [40]

图 7 利用基于原子力显微镜单分子力谱(AFM鄄SMFS)
技术在活体细胞测量转化生长因子 茁1(TGF鄄茁1)
及其受体 T茁R玉/T茁R域的相互作用示意图[40]

AFM探针针尖
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Fig. 8 Rituximab鄄induced antibody鄄dependent cellular cytotoxicity (ADCC) mechanism
and two types of molecular recognition interactions using SMFS[2]

图 8 Rituximab诱导的抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用机制及利用单分子力谱(AFM鄄SMFS)技术的两种分子识别作用[2]

(a) Rituximab 的抗原结合片段 Fab 先与淋巴瘤细胞表面的 CD20 结合，随后 Rituximab 的结晶片段 Fc 再与 NK 细胞表面的 FcR 结合，此状

态下 NK 细胞会释放溶解癌细胞的穿孔蛋白和颗粒酶. (b) 在 Rituximab 诱导的抗体依赖细胞介导的细胞毒性过程中，利用单分子力谱

(AFM-SMFS)技术探测两种分子对(CD20-Rituximab 和 FcR-Rituximab)的识别作用，ROR1 是 B 淋巴瘤细胞表面的特异性荧光标识物，NKp46

是自然杀伤细胞表面的特异性荧光标识物．

是一种嵌合的单克隆抗体药物，它的作用靶点为

CD20．体外实验表明，当 Rituximab 与纵贯 B 淋

巴细胞膜的 CD20 结合时，会引发 B 淋巴细胞溶解

的免疫反应．Li 等[46]利用 AFM-SMFS 技术并结合

荧光染色的方法首次探测了淋巴瘤病人 B 细胞膜

上的 CD20 与抗肿瘤药物 Rituximab 之间的相互作

用．通过对病理细胞进行固定和利用荧光染色的方

法识别出癌细胞，而后将 Rituximab 连接在 AFM

探针针尖上，应用 AFM-SMFS 技术探测到病理癌

细胞表面的 CD20 与 Rituximab 之间相互作用力主

要集中分布在 110～140 pN 范围内．此研究结果加

深了人们对淋巴瘤病理细胞 CD20 与 Rituximab 的

作用在定量性质方面的认识，为深入研究药物 / 受

体的分子作用机理提供了技术思路和实验方法．已

有研究表明，在抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用

(antibody-dependent cellular cytotoxicity，ADCC)中，

Rituximab 的 抗 原 结 合 片 段 (fragment antigen

binding，Fab)先与淋巴瘤细胞表面的 CD20 结合，

随后，抗体的结晶片段(crystalline fragment，Fc)再

与自然杀伤(natural killer，NK)细胞表面的结晶片

段受体(fragment crystallizable receptor，FcR)结合，

在这种状态下 NK 细胞会释放溶解癌细胞的穿孔蛋

白和颗粒酶[51](图 8a)．因此，ADCC 效应不仅取决

于肿瘤细胞表达的 CD20 与抗癌药物 Rituximab 之

间的相互作用，也取决于 NK 细胞表达的 FcR 与

Rituximab 之间的相互作用．为了从单分子水平深

入了解多类型细胞的分子间相互作用，该课题组从

癌症患者骨髓活组织检查中分离出细胞(包括肿瘤

细胞、NK 细胞、红细胞及白细胞等)，然后利用

AFM-SMFS 技术和荧光染色的方法探测在 ADCC
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过程中 CD20-Rituximab 和 FcR-Rituximab 两种分

子对的亲和力以及 CD20、FcR 分别在淋巴瘤细胞

和 NK 细胞表面的分布情况 [2](图 8b)．结果表明，

CD20-Rituximab 的结合力明显大于 FcR-Rituximab

的结合力，这与传统的放射免疫检定结果中 CD20-

Rituximab 的结合常数明显大于 FcR-Rituximab 的

结合常数相一致，此实验结果为药物与靶细胞作用

靶点相互作用的原位快速检测方法的发展提供了新

的可能性．

热休克蛋白(heat shock proteins，HSPs)与其抗

体的作用是另一个应用 AFM-SMFS 技术的重要例

子．HSPs 是一种当细胞受到某些不利因素(如高

热、缺血、缺氧、感染及化学物质等)刺激时，可

在短时间内大量合成的具有高度保守性的应激蛋

白，它在许多恶性细胞和组织中过度表达[52]．HSPs

依据其分子质量(ku)命名，如 HSP60、HSP70 及

HSP90 等．Pflster 等[53]首次从生物物理学角度利用

AFM-SMFS 技术结合激光扫描共聚焦显微镜

(confocal laser scanning microscopy，CLMS)，研究

了在热应激作用下人脐静脉内皮细胞(HUVECs)大

量表达的 HSP60 与其单克隆抗体 Ab域-13 之间特

异性相互作用．将 Ab域-13 连接到 AFM 针尖上，

然后分别对经热刺激的细胞和没有经热刺激的细胞

进行力谱测量，结果表明，经热刺激的细胞表面

HSP60 与其抗体 Ab域-13 结合活性明显高于没有经

热刺激的细胞，并测得细胞表面 HSP60 与 Ab域-13

特异性相互作用力为(59依2) pN．同时，通过力谱

测量及荧光显微镜成像可知，在热应激作用下，

HUVECs 会表达大量的 HSP60，这些 HSP60 主要

分布于细胞表面．

除此之外，利用 AFM-SMFS 技术对核酸适配

体(aptamer)的研究也有所报道．核酸适配体是从体

外筛选得到的一类寡聚 DNA 或 RNA 分子，它的

功能与抗体相似，均能与配体高效、专一地结合，

同时具有抗体无法比拟的诸多优势，如结合靶分子

的范围广泛、核酸适配体的特异性和亲和力均比抗

体高、分子质量小、体外合成简单、可进行多种化

学修饰且无免疫原性等．它在生物和医药领域应用

比较广泛的是对靶物质的检测与分析，通过将荧光

试剂等各种报告基团定点标记在核酸适配体上，在

一定条件下核酸适配体能够与靶物质发生相互作

用，通过检测报告基团的信号，实现对靶物质的检

测与分析．然而一些研究者质疑合成的核酸适配体

是否能像天然抗体那样与相应配体牢固结合，为了

解决这一问题，O'donoghue 等 [54]从生物物理学角

度利用 AFM-SMFS 技术研究人宫颈癌细胞(HeLa

cell)表面的 PTK7(蛋白酪氨酸激酶)与其适配体以

及与其抗体之间的特异性相互作用，测得 HeLa

细胞表面 PTK7 与其适配体 sgc8 之间的解离力大

小为(46依26) pN，与其抗体之间的解离力大小为

(68依33) pN．通过此实验得知，PTK7 与其适配体

sgc8c 和抗体之间的解离力很相近，且为适配体与

其配体相互作用的检测提供了新方法，为适配体的

筛选和开发提供了定量研究的有效手段．

2.2 利用单分子力谱技术对细胞表面糖类分子的

研究

碳水化合物在生物体中起着非常重要的作用，

可增强蛋白质分子的稳定性，调节多种细胞活动，

在机体免疫防御、细胞增长、细胞间识别和黏附以

及其他生物功能中起着基础性作用．碳水化合物的

改变与多种病理过程密切相关，如肿瘤转移、类风

湿关节病等．外源凝集素与碳水化合物之间的相互

作用是糖生物学的基础，外源凝集素可以与碳水化

合物高特异性、高亲和力地结合，比如麦胚凝集素

(wheat germ agglutinin，WGA)可与葡萄糖特异性结

合，何首乌凝集素 (polygonum multiflorum lectin，

PMA)可与甘露糖特异性结合．为了从生物物理学

角度探讨外源凝集素与碳水化合物相互作用的力学

机制，Zhao 等[40]利用 AFM-SMFS 技术研究了正常

细胞和癌细胞表面碳水化合物与外源凝集素之间的

相互作用．通过将 WGA 和 PMA 分别连接到 AFM

针尖表面，利用 AFM-SMFS 技术分别对比研究了

WGA 与犬肾细胞(MDCK cell)和人宫颈癌细胞表面

葡萄糖(glucose)之间的相互作用，PMA 与 MDCK

细胞和 HeLa 细胞表面甘露糖(mannose)之间的相互

作用，同时，研究了正常细胞和癌细胞表面碳水化

合物 - 外源凝集素的结合动力学． 结果表明，

WGA 与葡萄糖之间的解离力在 HeLa 癌细胞中为

(96依47) pN(加载速度：4.5 nN/s)，在 MDCK 正常

细胞中为(60依38) pN(加载速度：1.7 nN/s)；PMA 与

甘露糖之间的解离力在 HeLa 癌细胞中为(61依16) pN
(加载速度：1.0 nN/s)，在 MDCK 正常细胞中为

(146依29) pN(加载速度：2.5 nN/s)．通过结合动力

学绘制解离力与加载速度的曲线，分析得到碳水化

合物 - 外源凝集素复合物在癌症细胞中比在正常细

胞中更不稳定．此研究结果为进一步研究其他碳水

化合物 - 外源凝集素复合物的特异性相互作用提供

了思路，同时，也有利于对肿瘤转移、扩增和侵染
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等过程进行深入研究．

3 利用单分子力谱技术对活菌体表面蛋白

质和多糖分子的研究

细菌和真菌表面的黏附蛋白和多糖及糖类衍生

物结构与功能均十分复杂，它们参与菌体细胞多种

生命活动过程，如保护菌体免受外界不利环境条件

的影响、介导菌体病原体与宿主细胞的相互作用、

促进菌体在活体表面黏附及生物膜 (biofilm)形成

等．近年来，虽然对菌体表面蛋白质和糖类的化学

结构和功能的研究已取得诸多成果，但是在单分子

水平对菌体表面蛋白质和糖类分子的黏附性以及结

构特性的认识还知之甚少．有幸的是，Dufrene 课

题组利用 AFM-SMFS 技术在多种菌体表面的不同

种类的蛋白质和糖类分子研究方面取得了突破性进

展，填补了菌体表面单个生物大分子研究方面的空

白．下面以几个典型的例子介绍 AFM-SMFS 技

术对细菌和真菌表面蛋白质和糖类分子的近期研究

进展．

3.1 利用单分子力谱技术对细菌表面蛋白质和糖

类分子的研究

3.1.1 利用单分子力谱技术对细菌表面蛋白质分子

的研究

结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)是引

起结核病的病原菌，它可以侵染全身各组织器官，

以肺部结核感染尤为多见，已受到人们的广泛关

注 ． 而 肝 素 结 合 血 凝 黏 附 素 (heparin-binding

haemagglutinin adhesin，HBHA)是结核分枝杆菌的

一种表面蛋白，它作为结合分枝杆菌的重要致病因

子和黏附因子，在细菌侵染和黏附过程中起着重要

作用．虽然在识别和鉴定病原菌黏附性方面已取得

诸多研究成果，但由于缺少合适的探测技术，黏附

素与宿主细胞受体之间的相互作用力及黏附素在菌

体表面的分布情况的研究还了解甚少．Dupres 等[55]

利用 AFM-SMFS 技术将肝素(heparin)连接到探针

上，首次探测了结核杆菌表面的 HBHA 与肝素之

间的黏附力大小，并用力谱成像的方法探究了

HBHA 在菌体表面的纳米分布情况．结果表明：

HBHA 单体与肝素之间的结合力在 50 pN 左右，对

应的 117 pN 的作用力是肝素同时与 2 个单体

HBHA 分子或与 1 个二聚体 HBHA 分子发生分子

间相互作用所致，并且 HBHA 与肝素之间的黏附

力及黏附频率在一定接触时间范围内随着作用时间

的增加而逐渐递增，说明接触时间的延长有利于

HBHA 与肝素分子构象发生适当改变达到最优结合

状态．同时，通过特异性力学图谱可得知，HBHA

并不是均匀地分布于结核分枝杆菌的表面，而是以

非规则的纳米尺度的聚集态(nanodomain)形式分布

于细菌表面．

3.1.2 利用单分子力谱技术对细菌表面多糖分子的

研究

鼠李糖乳杆菌 (Lactobacillus rhamnosus GG，

LGG)作为益生菌，存在于胃肠道和泌尿生殖道

中．普遍猜测该细菌的健康效应的发挥与其黏附到

上皮细胞表面以及黏液的能力密切相关．LGG 表

面的多糖分子是其黏附功能发挥的一个重要因子．

但是对于 LGG 菌体表面多糖的分布、黏附性以及

分子结构特性还了解不多，故 Francius 等 [56]利用

AFM-SMFS 技术通过外源凝集素与菌体表面碳水

化合物特异性结合的特性，将相应的外源凝集素修

饰到 AFM 针尖表面，对野生型(wild-type)和衍生

突变型(CMPG5413)的 LGG 菌株表面分布的半乳糖

和甘露糖(也可能是葡萄糖)进行了力谱测量．由于

绿脓假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)的外源凝集

素(PA-玉)可与半乳糖特异性结合，外源凝集素伴

刀豆球蛋白 A(lectin concanavalin A，ConA)可以与

甘露糖 (或葡萄糖 )特异性结合，故将 PA-玉和

ConA 分别连接到探针上，分别对 LGG 菌体(包括

野生型和突变型)表面的半乳糖和甘露糖(或葡萄糖)

进行力谱测量．结果表明，对于野生型菌株和突变

型菌株，其菌体表面多糖(甘露糖和半乳糖)的黏附

性、分子长度及多糖在菌体表面的空间分布密度都

有很大差异：在野生型菌株中，菌体表面的甘露糖

和半乳糖分布密度高、黏附性好且多糖分子长度长

(半乳糖分子比甘露糖分子的长度更长)；与野生型

菌株相比，突变型菌体表面多糖的黏附性、多糖分

子长度及菌体表面两种多糖分子的密度都大大降低

(图 9)．

无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)又名 B 族

链球菌(group B streptococcus，GBS)，它寄生于妇

女生殖道内，可引起女性泌尿生殖道感染以及诱发

新生儿重症肺炎、脑膜炎、败血症和蜂窝织炎等疾

病 [57]． 在无乳 链球菌 中， 荚 膜 多 糖 (capsular

polysaccharide，CPS)是主要的毒力因子；而 B 族

碳水化合物(group B carbohydrate，GBC)在 GBS 菌

体表面肽聚糖的生物合成和细胞分裂中扮演着重要

角色．尽管 CPS 和 GBC 在 GBS 菌体中的作用均

很重要，但是对于这些含糖聚合物在菌体表面的分
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Fig. 9 Spatial organization and conformational properties of the different polysaccharide molecules detected on
LGG using lectin concanavalin A(ConA) and the lectin from Pseudomonas aeruginosa (PA鄄玉) terminated tips[56]

图 9 利用外源凝集素伴刀豆球蛋白 A(ConA)和从绿脓假单胞菌中提取的外源凝集素(PA鄄玉)修饰的

AFM 针尖对鼠李糖乳杆菌(LGG)表面不同多糖分子的空间分布及结构特性进行探测[56]

在野生型鼠李糖乳杆菌表面(左图)，甘露糖和半乳糖分子数量比较多，甘露糖分子具有中等的拉伸长度(红色)，半乳糖分子的拉伸长度更长

(蓝色)；在突变型鼠李糖乳杆菌表面(右图)，两种多糖分子在鼠李糖乳杆菌表面的分布密度都很稀疏且分子长度都变短.

布 特 性 却 鲜 有 报 道 ． 故 Beaussart 等 [58] 利 用

AFM-SMFS 技术结合高分辨率的透射电子显微镜

(transmission electron microscopy， TEM) 分 析 了

CPS 和 GBC 在野生型(wild-type，WT)和两种突变

型(GBC 缺失菌株 驻gbcO、CPS 缺失菌株 驻cpsE)

GBS 菌体表面的纳米级分布情况．TEM 分析结果

揭示了在 WT 菌体中，肽聚糖被几纳米 GBC 薄层

覆盖，随后被 CPS 厚层 (15～45 nm)所包被；

AFM-SMFS 实验表明，CPS 均匀地分布于 WT 菌

体表面，但在 驻cpsE 突变型菌体表面很难检测到

CPS，而在 驻gbcO 突变型菌体表面发现 CPS 过度

表达．此外，利用特异性外源凝集素修饰的 AFM

针尖对 WT 和两种突变型菌株进行力谱成像表明，

对于 驻cpsE 突变型菌株肽聚糖会暴露于菌体表面，

而对于 WT 菌株和 驻gbcO 突变型菌株肽聚糖并未

暴露于菌体表面．由此表明，CPS 在 WT 菌株表面

形成均相屏障避免底层肽聚糖暴露于环境中，肽聚

糖表面 GBC 的存在并不会妨碍利用特异性配体对

肽聚糖的探测(图 10)．

3.2 利用单分子力谱技术对真菌表面蛋白质和糖

类分子的研究

3.2.1 利用单分子力谱技术对真菌表面蛋白质分子

的研究

菌体与宿主相互接触并相互作用需要依赖菌体

表面的黏附蛋白，深入理解黏附蛋白如何发挥黏附

作用是细胞生物学中的一个重要问题．Alsteens 等[59]

利用 AFM-SMFS 技术对真菌表面 Als5p 黏附蛋白

的特性做了探索性研究．在 AFM-SMFS 实验中，

为了便于对菌体表面的 Als5p蛋白进行探测，首先

野生型 突变型

WT 驻gbcO 驻cpsE

GBC
CPS

GBC
CPS

Fig. 10 Schematic diagrams of the wild鄄type and mutated Streptococcus agalactiae cell wall[58]
图 10 野生型和突变型无乳链球菌菌体壁结构示意图[58]

(a)野生型(WT)． (b)驻gbcO(突变型 B 族碳水化合物(GBC))缺失菌株)． (c)驻cpsE(突变型荚膜多糖(CPS)缺失菌株)．

(a) (b) (c)

细胞膜
肽聚糖

PA-I tip

PA-I tip
ConA tip

ConA tip
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对真菌表面蛋白分子的研究工作还包括 Sasuga

等 [41]利用 AFM-SMFS 技术研究了粟酒裂殖酵母

(Schizosaccharomyces pombe)的信息素(P-factor)及其

对应的细胞表面受体 Mam2 之间的相互作用．将

P-factor 连接到功能化的 AFM 针尖表面，在加载

速度为 1.74 滋m/s 条件下，测得 P-factor 与 Mam2

之间作用力为 120pN．Mam2 是一种重要的 G 蛋白

偶联受体(GPCRs)，Mam2 与 P-factor 的相互作用

在粟酒裂殖酵母形成合子过程中具有重要信息介导

作用，因此该研究为认识 GPCRs 介导的信号传导

过程提供了新思路．

3.2.2 利用单分子力谱技术对真菌表面多糖分子的

研究

除了对真菌表面的蛋白质分子进行研究，

Dufrene 课题组还对真菌表面的多糖分子做出了开

拓性的工作．念珠菌属作为真菌界酵母科条件致病

菌，免疫系统受损的患者很容易被此致病菌严重侵

染．在真菌侵染过程中，菌体细胞壁多糖是免疫细

胞受体识别的主要靶点．由于各菌体的细胞壁组分

以及相应宿主受体的不同，可以引发多种特异性宿

Fig. 11 Proposed mechanism for the Als5p nanoadhesome[59]
图 11 Als5p纳米黏附域形成机制[59]

利用皮牛级作用力拉伸单分子 Als5p 蛋白，引发 Als5p 在整个细胞表面群集的形成和蔓延．Als5p 分子长度为 70～120 nm，它们在邻近区域

具有转动灵活性，允许细胞表面相互邻近的 Als5p 分子相互作用而发生群集，此过程的发生不需要 Als5p 蛋白分子在细胞表面自由扩散．图

上方的插图示意了一个带有 V5 抗原表位(V5 epitope)的 Als5p 分子结构．

在酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)表面表达出 N

端带有 V5 抗原表位(V5 epitope)的 Als5p 蛋白，然

后将可识别 V5 抗原表位及 Ig 结构域的 anti-V5 抗

体(antibody)修饰在 AFM 针尖上(图 11)．从菌体表

面黏附力图谱(adhesion force maps)中得知： a

．Als5p 蛋白均匀地分布于野生型菌体表面，且无

群集(cluster)现象产生；b．当对此区域进行二次、

三次黏附力图谱测量时发现，不仅重复测量区域的

Als5p 蛋白发生群集，而且在菌体表面相隔较远区

域(remote area)的 Als5p 蛋白同样也发生群集；c．

群集程度随 AFM 针尖上抗体与细菌表面 Als5p 蛋

白的作用时间递增；d．对热灭活(heat-killed)菌体

用特异性探针进行探测时，同样发现群集现象；e

．在多组对比实验中(无 Als5p 蛋白表达的菌体、

非功能化的探针及用非特异抗体修饰的探针等)均

无群集现象产生．据此推测，在特异性外力诱导下

Als5p 蛋白会产生群集现象，使菌体表面的 Als5p

蛋白分子发生重排，并且这种群集现象与活菌体的

新陈代谢无关．该研究说明，外力诱导引起黏附蛋

白群集可能是激活细胞黏附性的一个重要机制．

目标区域

离散

拉力

免疫球蛋白区
V5 抗原表位

淀粉样区

茎区

群集

串联重复序列区

相隔较远区域
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4 展 望

AFM-SMFS 技术已成为研究生物大分子内和

生物大分子间相互作用的重要工具，可以在近生理

条件下从单分子水平对许多重要的生化过程进行认

识．但是 AFM-SMFS 技术也有其自身的一些缺点：

Fig. 12 Use of single鄄molecule AFM and fluorescence methods for probing the density，
distribution and extension of yeast cell wall glycoconjugates[60]

图 12 利用 AFM鄄SMFS技术结合荧光标记方法探测酵母细胞壁表面糖类分子的密度、分布及分子拉伸情况[60]

如图所示，对于某些种类的酵母细胞，内层细胞壁层包含几丁质和 茁-1, 3- 葡聚糖 (茁-1, 3-glucans)，外层细胞壁包含 琢- 甘露聚糖

(琢-mannans，由 琢- 甘露糖苷(琢-mannosides)构成)和 茁-1, 2- 甘露聚糖 (茁-mannans，由 茁- 甘露糖苷(茁-mannosides)构成)．图片的上部给出了用

于荧光染色和 AFM-SMFS 技术检测的分子探针( 利用相应抗体和外源凝集素功能化的探针)的图示．

主炎症反应．为了深入理解真菌细胞壁多种糖类分

子的识别机制、种类多样性及其在菌体表面的分布

情况，El-Kirat-Chatel 等[60]利用 AFM-SMFS 技术结

合流式细胞术(flow cytometry)对酵母科菌体表面的

多种糖类分子进行了研究．首先采用流式细胞术结

合免疫识别和荧光标记的方法对白色念珠菌细胞壁

的 多 种 糖 类 分 子 进 行 检 测 ， 茁- 甘 露 聚 糖

(茁-mannans)和 琢- 甘露聚糖(琢-mannans)的检测结果

呈阳性，表明二者分布于菌体细胞壁的最外层，茁-
葡聚糖(茁-glucans)和几丁质(chitin)的检测结果呈阴

性，表明分布于菌体细胞壁内层的 茁- 葡聚糖和几

丁质无法用流式细胞术直接进行探测．随后利用

茁- 甘露聚糖、琢- 甘露聚糖、茁- 葡聚糖和几丁质分

别可与 茁- 甘露聚糖抗体(anti-茁-man)、外源凝集素

伴刀豆球蛋白 A(ConA)、茁- 葡聚糖抗体(anti-茁-glu)
和外源凝集素麦胚凝集素(WGA)特异性结合的性

质，将相应的抗体和外源凝集素修饰到 AFM 针尖

上．利用 AFM-SMFS技术对两种致病菌包括白色

念珠菌 (Candida albicans)和平滑念珠菌 (Candida
glabrata)以及非致病菌酿酒酵母 (Saccharomyces
cerevisiae)细胞壁表面多糖进行了力谱测量和分析

(图 12)．结果表明：琢- 甘露聚糖和 茁-1, 2- 甘露聚

糖(茁-1, 2-mannans)均存在于菌体表面．其中，空间

分布不均一的 茁-1, 2- 甘露聚糖大量分布于致病菌

白色念珠菌和平滑念珠菌表面，可与免疫细胞特异

性作用，并且在白色念珠菌表面的分布密度更高、

分子长度更长，但是对于 茁-1, 2- 甘露聚糖在白色

念珠菌表面的高密度分布和具有较长长度的特性是

否更有利于机体发生免疫应答还有待进一步研究．

琢- 甘露聚糖均一地分布于上述三种酵母菌表面，

白色念珠菌中的部分 琢- 甘露聚糖的长度相对较

长．由于 茁- 葡聚糖和几丁质存在于细胞壁内层，

故不能通过功能化的探针对它们进行直接探测，因

此需采用热处理方法暴露出内部细胞壁组分，再利

用 AFM-SMFS 技术进行探测．探测结果发现：两

种致病菌(白色念珠菌和平滑念珠菌)的 茁- 葡聚糖

的拉伸长度或柔韧性均强于非致病菌酿酒酵母，这

可能是引起不同菌体细胞壁纳米力学特性不同的原

因；几丁质作为酵母菌细胞壁内层的主要组成成

分，在白色念珠菌中含量非常丰富，可能在加强菌

体细胞壁力学性能和影响细胞的免疫识别方面发挥

着重要作用[61]．

WGAAnti-茁-gluConAAnti-茁-man

分子探针

外层

内层

质膜

蛋白质

几丁质

茁- 葡聚糖

茁- 甘露糖苷

琢- 甘露糖苷
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a．通常需要将生物大分子(如抗体或外源凝集素)

连接在探针上，该过程涉及到复杂的化学修饰技

术；b．利用 AFM-SMFS 对细胞类生物大分子进行

测量时，一次仅能对一个细胞进行测量，而且需要

在测量统计的基础上才能得到结论，因此实验和分

析过程比较耗时，实验效率比较低； c． 使用

AFM-SMFS 仅能获得细胞或菌体样品表面信息，

难以获得这些生物体内部分子信息，因此需要与其

他技术联合使用．目前，将 AFM-SMFS 技术与激

光扫描共聚焦显微镜[53]、荧光显微镜[2]、透射电子

显微镜 [58]、流式细胞术 [60]及分子动力学(molecular

dynamics，MD)模拟[29]等技术结合使用已逐渐引起

重视，这将成为 AFM-SMFS 技术的发展趋势．
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AFM Single Molecule Force Spectroscopy and Recent Progress of
Its Applications in The Study of Biomolecules on Live

Mammalian, Bacterial and Fungal Cell Surfaces*
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Abstract Mechanical forces are always involved in a biological process in which intra- and/or inter-

biomolecular interactions are essential. Atomic force microscopy (AFM) is an ideal technique that can be used to

investigate the mechanical interactions occurred in biological system, due to its high resolution in force

measurement and its capability of working in near-physiological conditions. Single-molecule force spectroscopy

based on AFM (AFM-SMFS) has an extraordinary ability to interrogate the intra- and/or inter- biomolecular

interactions at the single-molecule and/or single-cell level. In this review, the basic principle of AFM-SMFS, and

the techniques including AFM tip modifications (silicon/nitride silicon and gold-coated silicon tips), force

spectroscopy measurement and data analysis (the worm-like chain model, the freely jointed chain model and the

freely rotating chain model) required in AFM-SMFS, are briefly introduced. The emphasis is given on the recent

progress made in investigating biomolecules, including proteins (transforming growth factor 茁1, CD20, Heat

Shock Proteins, PTK7, heparin-binding haemagglutinin adhesion and Als5p adhesion proteins) and carbohydrates

(glucose, mannose, galactose, group B carbohydrate, capsular polysaccharide, 琢-mannans, 茁-mannans, 茁-glucans

and chitin) existing on mammalian, bacterial and fungal cell surfaces. Finally, the limitations of AFM-SMFS and

its future applications have been summarized.
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