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摘要 目的　细胞力学特性在生理病理变化过程中起着关键调控作用，开展细胞力学特性研究为揭示生命活动奥秘及疾病

发生发展演变规律提供了新的视角。原子力显微镜（AFM）的出现为单细胞力学特性研究提供了强大的技术手段。AFM的

独特优势是不需要对活细胞进行任何预处理即可在溶液环境下对天然状态的活细胞力学特性进行高精度（纳米级空间分辨

率，皮牛级力感知灵敏度）探测。基于AFM压痕实验的细胞力学特性探测已成为生命科学领域的重要研究方法。然而，现

有基于AFM的单细胞力学特性测量主要依赖于人工操作，特别是在测量过程中需要人工控制AFM探针移动到细胞表面特

定位置进行压痕实验，导致实验过程耗时费力且效率低下。本文通过将AFM与光学图像自动识别相结合建立了单细胞力学

特性快速测量方法。方法　分别利用UNet++深度学习网络模型和模板匹配算法识别出光学图像中的细胞及AFM探针，在

此基础上自动确定细胞和AFM探针之间的空间位置关系，并控制AFM探针准确移动至目标细胞表面进行压痕实验。在光

学显微镜视觉导引下利用AFM微操作将单个微球黏附至AFM探针悬臂梁制作得到球形针尖探针。选取HEK 293（人胚胎

肾细胞）和MCF-7（人乳腺癌细胞）两种细胞进行实验。利用Hertz-Sneddon模型对在细胞表面获取的力曲线进行分析得到

细胞杨氏模量。结果　基于光学图像识别结果可将AFM探针针尖准确移动至目标细胞（HEK 293或MCF-7）并对细胞力学

特性进行测量，同时实验结果表明本文所提出的方法不仅适用于常规AFM锥形针尖探针，也适用于AFM球形针尖探针。

结论　将AFM与光学图像识别结合显著提升了AFM细胞力学特性测量效率，为高通量自动化AFM单细胞力学特性探测提

供了新的方法和思路，对于细胞力学特性研究具有广泛的积极意义。
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细胞力学特性在细胞生命活动过程中起着关键

调控作用。越来越多的证据表明，细胞不仅是个生

化系统，同时也是个力学系统［1］。细胞处于由细

胞外基质（extracellular matrix）、其他细胞（如基

质细胞、内皮细胞、免疫细胞等）、组织液、各种

生物化学分子（如细胞因子、趋化因子、生长因子、

活性氧类等）等共同构成的三维微环境中［2-3］。作

为细胞微环境的重要组成成分，细胞外基质不仅为

细胞提供物理支架以维持组织的完整性和弹性，同

时细胞外基质还提供细胞各种生命活动过程中所需

的力学线索［4］。哺乳动物的细胞外基质由约300种

蛋白质分子（如胶原蛋白、蛋白聚糖、糖蛋白等）

组成［5］。根据细胞外基质所处位置和成分的不同，

细胞外基质主要分为间隙基质（interstitial matrix）

和基膜（basement membrane）两类［6］。动物体内

几乎所有细胞均与细胞外基质蛋白直接接触，如上

皮细胞和内皮细胞与基膜接触，结缔组织中的细胞

被间隙基质所包围，甚至血液中的细胞也与游离态

的细胞外基质蛋白 （如纤连蛋白） 进行接触［7］。

细胞通过机械力传导机制 （mechanotransduction）
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将细胞外基质的机械刺激（如细胞外基质刚度、血

液/淋巴液剪切力）转化为化学信号以调节细胞行

为和功能（如细胞运动、细胞增殖、细胞分化、细

胞凋亡、形态重构以及基因变化等）［8］。细胞与细

胞外基质之间的相互作用具有典型的交互性

（reciprocal）：一方面，细胞在其生命活动过程中会

不断生成、降解或重排细胞外基质以改变细胞外基

质的某种或多种特性；另一方面，细胞生理活动导

致的细胞外基质变化反过来会影响并改变细胞行

为［9］。细胞与细胞外基质之间的相互作用会导致

细胞力学特性的动态变化，特别是在疾病发生发展

过程中（如癌症）通常伴随着细胞力学特性的显著

变化［10］。近年来，研究人员开始在多种疾病（如

癌症、纤维化和心血管病等）中探索对细胞或细胞

外基质力学特性进行干预（如预防、逆转力学特性

变化或中断细胞对细胞外基质力学特性的响应等）

的治疗方法［11］，并已经研发了多种进入临床试验

阶段的力学特性干预药物［12］，为治疗人类疾病提

供了新的可能。因此，开展细胞力学特性研究对于

揭示生命活动内在机理、推进新型药物研发、促进

疾病诊疗进展等均具有重要的基础意义。

原 子 力 显 微 镜 （atomic force microscopy，

AFM）的发明为单细胞力学特性研究提供了重要

方法。AFM利用压电陶瓷管驱动一根末端集成有

极细针尖的微悬臂梁对样本表面进行水平方向光栅

扫描，同时通过一束照射到悬臂梁背面的激光检测

悬臂梁信号（如偏转量、振幅、频率等）变化来感

知扫描过程中针尖表面原子与样本表面原子之间的

相互作用，并通过信号处理与反馈电路系统控制探

针在垂直方向运动以维持针尖与样本之间相互作用

力恒定，从而获取反映样本表面形貌起伏的三维图

像［13-14］。AFM的独特优势是可以直接在生理溶液

环境下对活体状态生物样本的表面精细结构进行无

损高分辨率成像，特别是通过控制AFM探针在样

本表面进行压痕（indentation）实验还可以对样本

的力学特性进行精确测量［15］。在压痕实验中，

AFM 探 针 在 样 本 表 面 垂 直 方 向 进 行 逼 近

（approach）-回退（retract）往复运动，同时通过记

录该过程中探针悬臂梁偏转量变化和压电陶瓷垂直

方向的位置变化即得到力曲线（force curve），最后

利用理论模型对力曲线进行分析即可得到样本的力

学特性（如杨氏模量）。AFM压痕实验方法在细胞

力学特性探测方面取得了极大的成功，已成为细胞

力学特性表征的重要方法［16-17］。通过将细胞表面特

定区域划分为若干个网格，并控制AFM探针在所

有网格内分别进行压痕实验，即可得到反映细胞表

面不同位置点力学特性分布的杨氏模量图［18］。特

别是近年来出现的基于峰值力轻敲 （peak force 

tapping）模式的AFM多参数成像方法可以同时获

取细胞形貌图和力学特性图［19-22］，极大地促进了

AFM在细胞力学特性探测方面的应用。然而需要

指出的是，当前基于AFM的单细胞力学特性测量

主要依赖于人工操作，即操作员需要在光学显微镜

细胞成像导引下控制AFM探针移动到目标细胞表

面特定位置后进行探测。由于不同细胞间形态的差

异，操作员仅凭经验通常难以准确判断并移动

AFM探针至所需位置，往往需要重复多次才能将

AFM探针移动至合适的位置以成功在目标细胞表

面进行AFM压痕实验，导致实验过程耗时费力且

效率低下。

针对上述问题，本文将AFM和细胞光学图像

识别相结合，提出了单细胞力学特性快速测量方

法。通过神经网络学习算法自动识别出光学图像中

的细胞，并利用模板匹配算法识别光学图像中的

AFM探针，在此基础上实现了目标细胞和AFM探

针空间位置关系的自动快速判断并进而控制AFM

探针准确移动至合适位置以对目标细胞进行AFM

压痕实验。实验结果表明，所提出的方法不仅适用

于常规AFM锥形针尖探针，还适用于AFM球形针

尖探针，为AFM单细胞力学特性自动测量提供了

新的思路和方法。

1　材料与方法

1.1　细胞培养

本文选用两种细胞系进行实验，分别为 HEK 

293 （人胚胎肾细胞）和MCF-7 （人乳腺癌细胞），

细胞均购自中国科学院细胞库（上海）。细胞培养

基 （DMEM 高糖培养基） 以及磷酸盐缓冲液

（PBS）购自上海瑞典生物科技有限公司，胎牛血

清购买于美国Thermo Fisher公司，青霉素-链霉素

溶液购买于美国Hyclone公司。细胞在含有10%胎

牛血清和 1%青霉素-链霉素溶液的DMEM培养基

中培养。HEK 293和MCF-7均为贴壁生长型细胞，

因此直接将细胞接种在 60 mm 培养皿（广州洁特
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生物有限公司）中，在细胞培养箱（美国Thermo 

Fisher 公司） 中进行培养 （37℃、5% CO2、95%

空气）。

1.2　AFM及球形探针制作

本文采用的AFM型号为美国Bruker公司生产

的Dimension Icon AFM（图1a）。该型AFM拥有一

个安装在AFM扫描头侧面的光学显微镜，使操作

员可以在光学显微视觉导引下控制AFM探针对基

底目标区域进行探测。将生长有细胞（HEK 293或

MCF-7）的培养皿置于AFM样品台后，即可控制

AFM探头浸入培养皿液面对细胞力学特性进行探

测。所采用的AFM锥形针尖探针型号为MLCT-C（美

国Bruker公司），该探针的材料为氮化硅，探针悬

臂梁（悬臂梁背面有反射金涂层）的弹性系数为

0.01 N/m，悬臂梁共振频率为 7 kHz，针尖曲率半

径为20 nm，针尖高度为2.5~8 μm。此外，在光学

显微视觉导引下利用AFM微操作将单个微球黏附

至MLCT-C探针悬臂梁制作得到球形针尖探针（图

2）。制作球形探针所需的AB胶（DP420）购自美

国 3M公司，碳酸钡微球（直径 20 μm）购自天津

市倍思乐色谱技术开发中心。首先将A胶和B胶以

1∶1在载玻片表面一端均匀混合，同时将碳酸钡

微球粉末蘸至载玻片表面另一端。随后在光学显微

镜视觉导引下控制 AFM 探针移动至 AB 胶上方并

控制探针缓慢接近AB胶，在悬臂梁接触到AB胶

后立即控制AFM探针回退。紧接着转动AFM样品

台，控制 AFM 探针移动至单个碳酸钡微球上方

（图 2aI）并控制探针接近微球（图 2aII），在悬臂

梁接触到微球后控制探针回退（图2aIII）。将制作

好的微球探针置于探针盒中保存12 h待AB胶彻底

固化后即可利用微球探针进行细胞力学特性测量实

验。对制作完成的微球探针进行的扫描电镜

（SEM）成像清晰地显示了修饰到AFM探针悬臂梁

的单个微球（图2b）。

Fig. 1　Combining AFM with optical image recognition for rapid measurements of single-cellular mechanical properties
(a) Actual photograph of the commercial AFM used in this work. (b) The flow chart of automatically determining the spatial relationship between the 

target cell and AFM probe from optical images. (c) Optical image annotation for training of deep learning model. (I, III) Original optical images of 

cells (HEK 293 and MCF-7) and the (II, IV) corresponding annotation images.
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1.3　结合光学图像识别的AFM单细胞力学特性快

速测量

光学图像中细胞和AFM探针自动识别流程如

图1b所示。将生长有细胞的培养皿置于AFM样品

台，随后控制AFM探针进入培养皿液面并逼近培

养皿基底。随后利用AFM光学显微镜（图 1a）拍

摄细胞和AFM探针的光学图像（图1c）。利用神经

网络训练模型识别出光学图像中的细胞轮廓并确定

细胞轮廓重心坐标，利用图像模板匹配方法识别出

光学图像中的AFM探针位置。其中，为获取探针

针尖的位置，利用日本HIROX公司生产的正置光

学显微镜对AFM探针进行成像，根据正置光学显

微镜成像结果得到锥形针尖和球形针尖在探针悬臂

梁上的准确位置，从而在后续截取AFM探针模板

图像时使针尖处于模板图像的中间位置。得到细胞

重心坐标和AFM探针针尖坐标后即可确定目标细

胞和探针针尖之间的空间位置关系，随后利用所得

到的位置关系控制AFM探针准确移动至目标细胞

并进行AFM力学特性实验。在完成对目标细胞力

学特性进行测量后，控制AFM探针移动至下一个

细胞附近，并重复上述基于光学图像自动识别的细

胞力学特性快速测量流程。

近年来机器学习领域的快速发展，特别是在深

度学习方面的进展，极大地促进了生物医学图像理

解分析的进步，深度学习算法已成为生物医学图像

分类、检测、分割、配准等的重要研究方法［23］。

当前，在生物医学图像分析方面应用得最广泛的深

度学习模型是端到端（end-to-end）监督学习的卷

积神经网络模型［24］。本文采用UNet++卷积神经网

络（图 3）识别 AFM 光学显微镜采集的光学图像

中的细胞。UNet++由不同深度的 U-Net 结构（由

卷积、下采样、上采样和跳跃连接组成的编码器-

解码器网络）组成，这些U-Net结构的解码器通过

重新设计的跳跃连接以相同尺寸紧密相连［25］。

UNet++网络有以下优点。首先，UNet++结构中嵌

入了不同深度的U-Net结构，这些U-Net结构共享

一个编码器，而这些U-Net结构的解码器则是通过

跳跃连接的方式相互交织。利用深度监督训练

UNet++网络时，所有 U-Net 结构通过共享图像可

同时得到训练，这种设计不仅提升了整体的图像分

割性能，还可以在推理时对模型进行剪枝。其次，

UNet++网络不会受到跳跃连接的阻碍，因为只有

来自编码器和解码器的相同比例特征图才可以进行

融合。UNet++网络中重新设计的跳跃连接可以提

取出不同尺度的特征，允许聚合层将跳跃连接中各

个尺度的特征图与解码器的特征图进行融合，因而

在图像语义分割和实例分割方面具有更好的性能。

(a)

(b)

III III

III

40 μm

Fig. 2　Preparation of the AFM probe with a spherical tip
(a) Gluing a single microsphere (denoted by the red square) onto the AFM probe cantilever based on AFM micromanipulations under the guidance of 

optical microscopy. (I) The AFM probe which has touched the two-part epoxy adhesive is controlled to approach a single microsphere. (II) The AFM 

probe is touching the microsphere. (III) The microsphere has been attached onto the AFM probe cantilever. (b) SEM images of the prepared spherical 

probe. (I) Top view SEM image of the probe. (II) SEM image recorded after tilting the probe at a certain angle.
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用于UNet++网络训练的数据集由本文采用的

Dimension Icon AFM的光学显微镜（图1a）拍摄得

到。图像大小为 320×240 像素，经过筛选共得到

308张细胞图像。利用Labelme软件对图像进行标

注（图 1c）。图像像素被标注为 2类，分别为细胞

（红 色 表 示） 和 背 景 （黑 色 表 示）。 随 后 在

Windows 10系统环境下，以PyTorch为框架，使用

矩池云人工智能云计算平台（浙江）对数据进行训

练。训练集由通过对308张原始细胞及其标注图像

进行镜像翻转、旋转等一系列图像操作后得到的  

1 232张图像组成。迭代次数为60次，经过迭代后

得到UNet++训练模型，用于后续对细胞光学图像

进行的语义分割。利用C++编写模板匹配程序并采

用OpenCV软件库中平方差匹配方法以实现对获取

的光学图像AFM探针的定位。考虑到在AFM实验

中AFM探针在探针夹上安装姿态的误差会导致模

板图像与待匹配图像之间存在角度偏差，本文在模

板匹配算法的基础上添加了模板旋转算法，即对模

板从-5°到 5°，以 1°为步长依次进行旋转并在每次

旋转后都会对待匹配图像进行模板匹配，从中选取

模板与待匹配图像之间差异最小者作为最终匹配结

果。此外，为了对光学图像中像素之间的实际距离

进行标定，在空白区域使用 AFM 操控软件控制

AFM探针移动一定距离（AFM操控软件可以得到

AFM探针移动的准确距离），并利用模板匹配方法

获取探针移动前后的坐标，得到光学图像像素与实

际距离的对应关系。因此，在利用上述图像分析方

法分别得到细胞重心和AFM探针针尖坐标后，便

可自动计算得到细胞与AFM探针之间的位置关系，

从而控制 AFM 探针准确移动至细胞表面获取力

曲线。

1.4　SEM成像

利用美国 Thermo Fisher 公司生产的 Quattro 

SEM环境扫描场发射电镜对制作的微球探针进行

高分辨率成像。具体来说，利用导电胶将制作好的

微球探针固定在SEM样品台上，并利用离子溅射

仪对样本进行镀金处理。随后在高真空模式下对微

球探针样本进行扫描成像。

1.5　细胞杨氏模量计算

利用Hertz-Sneddon模型（Hertz模型对应微球

针尖探针，Sneddon 模型对应常规锥形针尖探针）

对 获 取 的 力 曲 线 进 行 分 析 以 得 到 细 胞 杨 氏

模量［15，26］：

FHertz = 4Eδ1.5 R
3(1 - υ2 ) (1)

FSneddon = 2Eδ2 tanθ
π(1 - υ2 ) (2)

其中F为探针加载力，E为细胞杨氏模量，R为微

球针尖半径，δ为压痕深度，θ为锥形针尖半开角，

υ为细胞的泊松比（一般认为活细胞为不可压缩材

料，因此活细胞的泊松比为 0.5［27］）。探针加载力

F可以根据胡克定律从悬臂梁偏转量x得到：

F = kx (3)

其中 k为探针悬臂梁弹性系数。获取的力曲线记录

了AFM压痕过程中探针悬臂梁偏转量 x与压电陶

瓷驱动器垂直方向位置变化量d之间的关系。获取
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Fig. 3　Schematic illustration of the UNet++ network structure
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的力曲线分为两部分，分别为逼近曲线和回退曲

线。通常利用逼近曲线计算样本的杨氏模量［28］。

根据逼近曲线上接触点的位置将逼近曲线转化为压

痕曲线（压痕深度等于压电陶瓷驱动器垂直方向变

化量 d 与悬臂梁偏转量 x 之间的差值），随后利用

Matlab （美 国 Mathworks 公 司） 编 写 的 Hertz-

Sneddon模型拟合程序对压痕曲线进行拟合即得到

细胞杨氏模量［13］。

2　结果与讨论

为了验证本文提出方法的有效性，首先利用常

规锥形针尖AFM探针进行了实验。图 4显示了结

合AFM和光学图像识别对单个HEK 293细胞力学

特性进行测量的实验结果。控制AFM探针到达目

标细胞附近后，利用AFM光学显微镜获取细胞和

AFM探针的光学图像（图4a）。随后即可根据预先

训练的UNet++网络模型识别出光学图像中的目标

细胞轮廓（图4b），同时通过模板匹配方法识别出

AFM探针（图4c）。根据锥形针尖高分辨率光学成

像结果（图4a插图）可以确保在制备的AFM探针

模板图像中针尖位置处于模板中心，因此模板识别

结果的中心即为AFM探针针尖（图4c蓝色方框中

心）。基于上述识别结果即可确定目标细胞轮廓重

心与 AFM 针尖之间的位置关系 （图 4d），得到

AFM探针在水平面内移动至目标细胞所需的距离

（Δx和Δy），并将其输入至AFM操控软件，即可实

现将AFM探针准确移动至目标细胞（图 4e）并进

行AFM压痕实验。利用Hertz-Sneddon模型对压痕

Fig. 4　Experimental results of utilizing AFM conical probe to rapidly detect the mechanical properties of single living HEK 
293 cells under aqueous conditions based on optical image automatic recognition

(a) Original optical image recorded by the AFM’s optical microscope. The inset is the high-resolution optical image of the AFM conical probe (used 

to determine the position of the conical tip on the probe cantilever). (b) The recognition result of the target cell (denoted by the arrow in (a)) based on 

the UNet++ network. (c) The recognition result of AFM probe (the center point of the blue square is the position of the conical tip). (d) The positional 

relationship between the target cell and the AFM probe tip. (e) The AFM probe tip has been moved to the target cell based on the automatic 

recognition results to perform indentation assay. (f) A typical force curve obtained on the target cell during indentation assay. The inset is the result of 

fitting the indentation curve to obtain the Young’s modulus of the cell.
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实验中获取的力曲线进行分析即得到细胞杨氏模量

（图4f）。考虑到不同类型细胞之间的形态差异，利

用该方法对 MCF-7 细胞进行了实验，实验结果

（图5）表明，基于光学图像自动识别可将AFM锥

形针尖准确移动至目标MCF-7细胞重心并在此基

础上实现了对MCF-7细胞力学特性的测量。

随后利用AFM微球探针测试了所建立的方法

流程的有效性。图 6 为光学图像识别导引下利用

AFM微球探针对单个HEK 293活细胞力学特性进

行探测的实验结果，可以看到基于光学图像识别可

将微球探针准确移动至目标细胞表面并进而对细胞

力学特性进行测量。图 7 为结合光学图像识别和

AFM微球探针对MCF-7细胞进行探测的实验结果，

同样显示了所提出方法的有效性。为了获取具有统

计学意义的结果，利用所建立的方法分别对 10个

HEK 293细胞和 10个MCF-7细胞的力学特性进行

了测量，其中在每个细胞表面获取 10 条力曲线，

统计结果如图8所示。可以看到细胞杨氏模量测量

结果符合正态分布，且球形针尖探针测量得到的细

胞杨氏模量要明显小于锥形针尖探针测量得到的杨

氏模量，与前人测量结果［29-31］一致。造成这种差

异的主要原因是锥形针尖和球形针尖所探测细胞结

构部位的不同［32］。锥形针尖由于接触面积小，其

主要探测的是细胞表层局部区域内的细胞骨架结

Fig. 5　Experimental results of utilizing AFM conical probe to rapidly detect the mechanical properties of single living 
MCF-7 cells based on optical image automatic recognition

(a) Original optical image. (b) The recognition result of the cells. (c) The recognition result of AFM probe (the center point of the blue square is the 

position of the conical tip). (d) Automatic determination of the positional relationship between the target cell (denoted by the arrow in (a)) and AFM 

probe tip. (e) Moving AFM probe tip onto the target cell based on the recognition results to perform indentation assay. (f) A typical force curve 

obtained on the cell and the calculation of cellular Young’s modulus (inset).
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构，而球形针尖则由于接触面积大探测的是细胞骨

架及细胞质等细胞内部结构。细胞骨架的硬度要明

显大于细胞质等细胞内部结构，从而导致锥形针尖

测量得到的细胞杨氏模量远大于球形针尖测量得到

的细胞杨氏模量。

本文所提出方法对于AFM单细胞力学特性研

究具有积极意义。AFM已成为单细胞力学特性研

究的重要工具并在生物医学领域得到了广泛应用。

然而，现有的AFM单细胞力学特性测量实验严重

依赖于人工，需要操作员根据经验判断AFM探针

和目标细胞之间的空间距离关系并控制探针移动至

目标细胞进行压痕实验。本文通过借鉴光学图像分

析技术，实现了对光学图像中细胞和AFM探针位

置的自动识别，在此基础上控制AFM探针准确移

动至目标细胞并进而完成压痕实验。本文提出的方

法不依赖于操作员的经验，有助于提升AFM压痕

实验效率，为基于AFM的高通量单细胞力学特性

研究提供了新的思路和潜在可行的方法。此外本文

提出的方法不仅适用于探测细胞表面局部区域力学

特性的常规锥形针尖探针（图4，5），还适用于探

测细胞整体力学特性的球形针尖探针（图 6，7），

对于AFM细胞力学特性研究具有普遍意义。需要

指出的是，本文方法直接控制探针移动到目标细胞

表面，因此探测范围取决于所采用AFM的探针在

水平面的运动范围。本文AFM的水平面探针运动

范围为 80×80 μm2，因此本文方法的探测范围为以

Fig. 6　Experimental results of utilizing AFM spherical probe to rapidly detect the mechanical properties of single living 
HEK 293 cells based on optical image automatic recognition

(a) Original optical image. The inset is the high-resolution optical image of the AFM spherical probe (used to determine the position of the 

microsphere on the probe cantilever). (b) The recognition result of the target cell (denoted by the arrow in (a)). (c) The recognition result of AFM 

probe (the blue dot is the center point of the microsphere). (d) Positional relationship between the target cell and the spherical tip. (e) Moving the 

spherical tip to the target cell according to the recognition results to measure the mechanical properties of the cell. (f) A typical force curve obtained 

on the cell and the calculation of cellular Young’s modulus (inset).
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AFM探针针尖为中心的80×80 μm2区域。下一步可

以在细胞光学图像识别基础上，通过控制AFM样

品台运动以提升单细胞力学特性自动化探测范围。

本文方法目前主要适用于单个孤立细胞，在未来通

过借鉴聚团细胞光学图像分割方法［33］以对聚团细

胞进行精准分割将显著提升本文方法的适用范围。

当前在基于AFM的细胞力学特性测量研究中，为

了最大限度减少基底效应对测量结果的影响，通常

在细胞中央区域（细胞核）采集力曲线［34］。基于

此，本文基于光学图像自动识别实现了准确移动

AFM探针针尖至细胞中央区域以对细胞力学特性

进行测量。研究人员已经提出了去除基底效应的方

法以使AFM可以较准确地测量细胞边缘部位的力

学特性［27］，因此下一步研究利用光学图像识别算

法自动识别出细胞其他部位（如在癌症转移过程中

发挥重要调控作用的癌细胞伪足结构［35-36］以及细

胞质等），并实现将AFM探针准确移动至细胞表面

不同部位，以进行力学特性测量，这对于理解细胞

生命活动过程中的内在力学机制具有重要意义。此

外，通过将单个细胞连接到AFM探针悬臂梁制成

单细胞探针［37-38］，并应用本文提出的方法有望实

现对单对细胞间黏附作用的快速自动测量，对于细

胞黏附行为研究具有积极意义。

Fig. 7　Experimental results of utilizing AFM spherical probe to rapidly detect the mechanical properties of single living 
MCF-7 cells based on optical image automatic recognition

(a) Original optical image. (b) The recognition result of cells. (c) The recognition result of AFM probe (the blue dot is the center point of the 

microsphere). (d) Positional relationship between the target cell and the spherical tip. (e) Moving the spherical tip to the target cell (denoted by the 

arrow in (a)) according to the recognition results to perform indentation assay. (f) A typical force curve obtained on the cell and the calculation of 

cellular Young’s modulus (inset).
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3　结 论

总结起来，本文结合AFM和光学图像自动识

别技术实现了对单个活细胞力学特性的快速测量，

为提升AFM单细胞分析实验探测效率提供了新的

可能，对于单细胞力学特性研究具有重要基础

意义。
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Combining Atomic Force Microscopy With Optical Image Recognition for 
Rapid Measurements of Single-cell Mechanical Properties*
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(1)School of Artificial Intelligence, Shenyang University of Technology, Shenyang 110870, China; 
2)State Key Laboratory of Robotics, Shenyang Institute of Automation, Chinese Academy of Sciences, Shenyang 110016, China; 

3)Institutes for Robotics and Intelligent Manufacturing, Chinese Academy of Sciences, Shenyang 110169, China; 
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Abstract　Objective  Cell mechanical property plays an essential role in regulating cellular physiological and 

pathological processes and investigating cell mechanical property offers novel opportunities for revealing the 

underlying mechanisms guiding life mysteries and human diseases. The advent of atomic force microscopy 

(AFM) provides a powerful tool for characterizing the mechanical properties of individual cells. The unique merit 

of AFM is that AFM is able to probe the mechanical properties of single living cells in their native states with high 

precision (nanometer spatial resolution, piconewton force sensitivity) under aqueous conditions without any 

pretreatments. AFM-based indentation assay has now become an important method to detect cell mechanical 

property in the field of life sciences. However, current studies of single-cell mechanical assays based on AFM 

mainly rely on manual operation, particularly the operator needs to move the AFM probe to the specific position 

of the target cell to perform indentation assay during experiments, causing that the experimental procedures are 

quite time-consuming and labor-intensive with low efficiency. Here, a method combining AFM with optical image 

automatic recognition is developed for rapid measurements of single-cell mechanical property. Methods  The 

UNet++ deep learning model and the template matching algorithm were used to identify the cells and AFM probe 

in the optical images, allowing automatically determining the positional relationship between the target cell and 

AFM probe. The AFM probe was then moved to the target cell to perform indentation assays based on the 

recognition results. A single microsphere was glued onto the AFM probe cantilever to prepare the spherical probe. 

Two types of cells, including HEK 293 cell (human embryonic kidney) and MCF-7 cell (human breast cancer 

cell), were used for the experiments. The Hertz-Sneddon model was applied to analyze the force curves obtained 

during indentation assays to obtain the Young’s modulus of cells. Results  The AFM probe could be accurately 

moved to the target cell (HEK 293 or MCF-7 cell) to measure the mechanical properties of the cell based on the 

automatic recognition of cells and AFM probe in the optical images. The experimental results also show that the 

method developed here is not only suitable for conventional conical tips, but also suitable for spherical tips. 

Conclusion  Combining AFM with optical image recognition significantly improves the efficiency of AFM-

based single-cell mechanical assay, which provides a novel idea for high-throughput automated detection of 

single-cell mechanical property and will have active impacts on the studies of cellular mechanical properties.

Key words　atomic force microscopy, cell mechanical property, indentation assay, Young’s modulus, conical tip, 

spherical tip
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