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摘要 原子力显微镜(AFM)以其独特的优势(纳米级空间分辨率、皮牛级力灵敏度、免标记、可在溶液下工作)成为细胞生物

学的重要研究手段．AFM 不仅可以对活细胞表面超微形貌进行可视化表征，同时还可通过压痕技术对细胞机械特性(如杨氏

模量)进行定量测量，为原位探索纳米尺度下单个活细胞动态生理活动及力学行为提供了可行性．过去的数十年中，研究人

员利用 AFM 在细胞超微形貌成像和机械特性测量方面开展了广泛的应用研究，展示了有关细胞生理活动的大量新认识，为

生命医药学领域相关问题的解决提供了新的思路；同时 AFM 自身的性能也在不断得到改进和提升，进一步促进了其在生命

科学领域的应用．本文结合作者在应用 AFM 观测纳米尺度下癌症靶向药物作用效能方面的研究工作，介绍了 AFM 成像与

细胞机械特性测量的原理，总结了近年来 AFM 用于细胞表面超微形貌成像与机械特性测量所取得的进展，讨论了 AFM 表

征与检测细胞生理特性存在的问题，并对其未来发展方向进行了展望．
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细胞是构成生命有机体的基本结构和功能单

元．组成细胞的各种生物分子(蛋白质、糖类、脂

类等)之间相互作用，共同构成一个繁忙而有序的

系统，使得细胞执行各种生物学功能(生长、增殖、

迁移、分化、衰老、物质输运、信号传递、免疫反

应等)，以维持机体正常的生理活动．细胞的生理

状态与生命机体的健康状况有着密切的联系，细胞

偏离其正常生理状态往往导致机体的病理性变化

(如正常细胞癌变后具有无限复制的能力，且可诱

导血管生成，进而形成肿瘤[1])，因此对细胞生理特

性进行检测对于认识疾病发生发展的内在机理有着

重要的基础意义．传统细胞生理特性检测主要基于

细胞的生物化学特性，即通过聚合酶链反应(PCR)、

免疫组化、蛋白质印迹、X 射线晶体衍射、核磁共

振、流式细胞仪等技术手段来分析细胞的生化特

征，如基因突变情况、蛋白质表达水平、生物分子

构象、胞内离子浓度变化以及细胞组分差异等[2-6].

然而，这些方法需要利用各种化学试剂对细胞进行

处理(如裂解、固定、染色、标记)，破坏细胞的原

有结构，且检测过程耗时费力、费用昂贵[7-8]．细胞

固有的生物化学和生物物理学特性使得其执行特定

的生物学功能(如红细胞运输氧气)，而细胞的病理

生理学变化常常伴随着细胞化学和物理学特性的变

化与重组 [9]，如镰刀形红细胞贫血症 (sickle-cell

anemia)患者的红细胞不仅含有基因突变导致的镰

刀状异常血红蛋白(化学特性变化)[10]，且研究发现

与健康红细胞相比镰刀状红细胞具有更大的硬度和

更强的黏性(物理特性变化)[11]．因此，我们可以根

据细胞的化学和(或)物理学特性来辨识病变细胞[9].

与细胞的化学特性相比，细胞物理学特性检测的优
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Fig. 1 The principle of AFM imaging and cellular mechanical properties measurement
图 1 AFM 成像与细胞机械特性测量原理

(a) AFM 的基本组成及获取样品表面形貌的成像原理. (b, c) 控制探针在细胞表面进行压痕实验测量细胞机械特性. 坚硬基底(b)和细胞(c)上获

取的力曲线示意图．

点是免标记，可以直接对自然状态下的活细胞进行

探测且样本制备简单[12]，这使得我们可以实时监测

细胞生理活动过程中或外部因素作用下(如药物分

子刺激)细胞物理特性的动态变化，可带来有关细

胞生理活动行为的新认识，有助于发展新型药物筛

选方法和疾病诊治技术．

1986 年 Binnig 等 [13] 发明的原子力显微镜

(atomic force microscopy，AFM)为获取纳米尺度下

单个活细胞的物理特性提供了新的技术手段．

AFM 不仅具有纳米级的空间分辨率和皮牛级的力

灵敏度[14]，还可以在溶液环境下工作，同时不需要

对细胞进行固定、标记、染色等预处理[15]，这使得

其特别适合于活细胞物理特性的原位高分辨率探

测．与现有的其他单细胞技术(如微流控芯片 [9]、

光 / 磁镊[16]、生物膜力探针[17])相比，AFM 是目前

唯一可以对活细胞表面单个膜蛋白分子进行定位和

操作的工具[18]．自 AFM 出现以来的近 30 年里，研

究人员利用其对相关生物学问题进行了广泛的研

究，在一系列研究领域(如活细胞超微结构成像[19]、

细胞机械特性测量[20]、膜蛋白原位成像与机械特性

表征[21]、DNA 动态观测[22]、单分子力谱[23]、单细胞

力谱[24]等)带来了大量新的认识，为生命医药领域

相关问题的解决提供了新的思路．近年来，AFM

的性能不断得到增强，如高速扫描 AFM 使得获取

一幅图像的时间降至毫秒级[25]，峰值力轻敲成像模

式可以同时获取多个反映样本物理特性的参数(如

形貌、能量耗散、弹性模量、黏附力、形变等)[26]，

而多频 AFM 技术则可对细胞内部结构进行成像[27]，

进一步提升了 AFM 应用于细胞物理特性检测的潜

能．在 AFM 的诸多细胞生物学应用中，对细胞超

微结构进行高分辨率成像是其最基本的应用，而

AFM 细胞机械特性测量则在近几年取得了具有显

著临床转化医学意义的成果．基于此，本文结合作

者在利用 AFM 观测纳米尺度药物分子作用效能方

面的研究工作，介绍了 AFM 成像与机械特性测量

原理，总结了近年来 AFM 用于细胞表面超微形貌

成像与机械特性测量方面的进展，并对 AFM 细

胞生理学特性检测面临的困难和未来发展方向进行

了讨论．

1 AFM成像与细胞机械特性测量原理

AFM 主要由激光发生器、四象限位置敏感器

(position sensitivity detector，PSD)、信号处理与反

馈控制电路、压电陶瓷管驱动器和探针等构成，如

图 1a 所示．探针为一根柔性微悬臂梁，悬臂梁的

一端连有一个具有纳米级曲率半径的针尖，另一端

与压电陶瓷管驱动器相连．压电陶瓷管驱动器驱动

探针在垂直(z)和水平(x，y)方向上运动．一束激光

照射到悬臂梁背面再反射到 PSD 上来检测悬臂梁

的形变．AFM 成像模式主要有接触模式和轻敲模

式这两种．在接触模式下，探针针尖与样品之间的

相互作用力(即悬臂梁形变量)保持恒定．在轻敲模

式下，探针振动的振幅保持恒定．在细胞生物学应

用中，目前最常用的 AFM 成像模式是接触模式[28]，

特别是在活体贴壁细胞成像[29-30]、膜蛋白高分辨率

原位成像 [31-33]等方面接触模式可以获得高分辨率

AFM 图像．然而在对动物悬浮细胞进行成像时，

轻敲模式更为有效[34-35]，这是因为动物悬浮细胞不

能在基底表面延展生长且细胞表面十分柔软，轻敲

模式可以有效减少扫描成像过程中探针施加的侧向

力对细胞表面形貌的影响．在对活细胞进行成像

时，接触模式由于扫描过程中施加给细胞的侧向力

较大因而成像结果能较好地反映细胞骨架网络的信

息[36]，而轻敲模式则由于侧向力很小导致其成像结

果更多地反映了细胞表面的信息[37]．
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Fig. 2 The mechanisms of lymphoma
rituximab targeted therapy

图 2 Rituximab靶向治疗淋巴瘤的作用机制

Rituximab 与癌细胞表面的 CD20 结合后通过直接诱导细胞程序性

死亡 (PCD); 可以激活补体系统在细胞表面生成膜攻击复合物

(membrane attack complex, MAC)裂解癌细胞(CDC); 还可以通过招

募效应细胞来攻击癌细胞(ADCC).

通过控制 AFM 针尖在细胞表面某个位置点进

行压痕实验并记录压痕实验过程中的力 - 距离曲线

(简称力曲线)，AFM 可以定量分析细胞的机械特性

(如杨氏模量)．在压痕实验过程中，压电陶瓷管驱

动针尖在垂直方向做逼近 - 回退的往复运动．图 1b

显示了在坚硬基底表面进行压痕实验获取力曲线的

过程．首先针尖从初始位置开始逐步逼近基底，此

时悬臂梁形变量为 0 且保持不变，反映在力曲线上

则是一条斜率为 0 的直线(图 1b 中玉)；当针尖与

基底接触后，针尖与基底之间的相互作用力使得悬

臂梁发生形变，且由于坚硬基底不发生形变(或形

变很微弱)，因此悬臂梁形变量与压电陶瓷驱动探

针在垂直方向上运动的距离相等(或近似相等)，反

映在力曲线上是一条斜率为 1 的直线(图 1b 中域)；

当探针形变量达到预设的最大值时，探针回退．如

果在细胞表面进行压痕实验，则针尖与细胞接触后

会在细胞表面产生压痕，导致悬臂梁形变量小于压

电陶瓷驱动的驱动探针在垂直方向上运动的距离，

反映在力曲线上则是一段曲线(图 1c)．根据力曲线

上的接触点将力曲线转化为压痕曲线，随后利用接

触理论模型对压痕曲线进行拟合即可得到细胞杨氏

模量．目前有多个模型可用于从压痕曲线中提取出

细胞杨氏模量，如 Hertz-Sneddon、Johnson-Kendall-

Roberts (JKR)、Derjaguin-Muller-Toporov (DMT)和

Tatara[38-39]．但在实际中由于 Hertz-Sneddon 模型简

单有效，是应用得最为广泛的模型[38]．Hertz 模型

适用于微球 AFM 针尖，Sneddon 对 Hertz 模型进

行了扩展使其适用于锥形针尖．需要注意的是在应

用 Hertz-Sneddon 模型时，为保证压痕深度小于细

胞厚度的 10%[40]，通常只取数百纳米以内的压痕曲

线部分进行拟合以得到细胞杨氏模量 [41-42]．

Hertz-Sneddon 模型公式为：

FHertz= 4ER
1/2
啄
3/2

3(1-淄
2
)

(1)

FSneddon= 2E啄
2
tan兹

仔(1-淄
2
)

(2)

式中 F为探针加载力，E 为样本的杨氏模量，

R 为微球针尖半径，啄 为压痕深度，兹 为锥形针尖

半开角，自为被测样本的泊松比(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)．根据

胡克定律：

F=kx (3)

其中 k 为探针悬臂梁弹性系数．可知通过测量

探针悬臂梁的形变量 x，即可根据公式(3)算出探针

加载力 F．根据公式(1)～ (3)可知，只需得到探针

悬臂梁形变量 x 和压痕深度 啄，即可计算得到细胞

杨氏模量，公式中的其余参量为已知量或是可以通

过实验测量得到的: 半开角 兹 可从探针制造商得到

或者利用 SEM 进行精确测定，微球探针的半径可

以由光学显微镜或 SEM 进行测定[42]，而弹性系数

k 则需要在实验中进行校正，常用的校正方法为热

噪声方法[43]．

2 淋巴瘤靶向治疗药物 Rituximab 的作用

机理

近年来，分子靶向治疗以其具有疗效高、副作

用低的特点备受瞩目，正成为肿瘤临床治疗的重要

组成部分 [44]．第一个用于临床治疗的靶向药物为

rituximab，于 1997 年被美国 FDA 批准用于治疗复

发性或顽固性低度或滤泡性 B 细胞非霍奇金淋巴

瘤[45]．Rituximab 的作用靶点为淋巴瘤细胞表面的

CD20 抗原分子．体外实验研究表明 rituximab 与淋

巴瘤细胞表面的 CD20 结合之后通过抗体依赖细胞

介 导 的 细 胞 毒 作 用 (antibody dependent cellular

cytotoxicity，ADCC)、补体依赖的细胞毒作用

(complement dependent cytotoxicity，CDC)和直接诱

发程序性细胞死亡(programmed cell death，PCD)这

三种机制来杀灭靶细胞，如图 2 所示．传统基于光

学显微镜的集群平均研究方法受制于 200 nm 极限

分辨率而无法观察到细胞精细结构，导致目前对于

纳米尺度下 rituximab 作用于靶细胞的细节情况仍

不清楚．AFM 的出现为原位研究纳米尺度下单细
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胞生理活动提供了新的技术手段，基于此，我们利

用 AFM 对 rituximab 三种机制作用过程中细胞表面

超微结构和细胞机械特性的动态变化情况进行了定

量研究[34-35, 46-50]，在下面的内容中，将基于这些研

究工作对近年来 AFM 应用于细胞表面超微形貌成

像与机械特性测量所取得的进展进行总结与分析．

3 AFM 细胞超微形貌成像

利用 AFM 对细胞超微形貌进行成像是 AFM

在生物领域的最基本应用．AFM 细胞成像可分为

空气中成像和溶液中成像这两种．在空气中对细胞

进行成像时，为了使细胞结构尽可能保持其生活时

的状态，需要利用化学固定剂对细胞进行处理．

常用的化学固定剂有 2.5%戊二醛 [51]和 4%多聚甲

醛[52]．2010 年陈晓爱等[51]对聚乙二醇 - 聚乙烯亚胺

纳米颗粒刺激 8 h 后的骨髓间质干细胞进行化学固

定，随后在空气中利用 AFM 进行了成像，结果清

晰地显示出纳米颗粒在细胞表面分布的细节情况，

而在延长刺激时间至 20 h 后则可以观察到细胞表

面由于内吞纳米颗粒形成的凹陷形貌．2009 年 Hu

等[53]分别对休眠态、活化态和凋亡态的淋巴细胞表

面形貌进行了 AFM 成像，结果显示，休眠态细胞

表面光滑，而活化态和凋亡态的细胞表面粗糙并出

现颗粒．经过化学固定后的细胞表面变得坚硬，因

此在空气中对化学固定细胞进行 AFM 成像的空间

分辨率较高，这有助于认识细胞表面超微形貌，但

将细胞暴露在空气中会不可避免地导致细胞本身结

构的改变，从而给成像结果的解释带来困难．此外

空气中成像获得的仅是静态图像，很多时候人们更

感兴趣的是活细胞生理活动过程中超微结构的动态

变化，因为这种情况下获得的结果能更好地帮助我

们认识细胞的活动行为．在溶液环境下对细胞进行

AFM 成像时，需要首先将细胞吸附到基底上．对

于贴壁细胞，可直接将其生长在基底(如培养皿、

盖玻片等)，待细胞牢固贴附于基底表面并延展生

长后即可利用 AFM 对细胞形貌进行成像．有时候

为了增强细胞贴壁效果，可在基底表面覆盖一层多

聚赖氨酸[54]．多聚赖氨酸带正电荷，而活细胞一般

带负电荷，因此覆盖了多聚赖氨酸的基底可通过静

电吸附作用固定细胞，但多聚赖氨酸的引入可能会

对细胞的生长及结构产生影响．2007 年 Ge 等[55]利

用磁驱动轻敲 AFM 成像模式对活体状态的星形胶

质细胞进行了成像，揭示出胶质细胞之间连接区域

以及胶质细胞在基底上铺展区域的细节情况，同时

通过与星形胶质细胞的 SEM 成像进行比较，显示

出 AFM 对活细胞的成像分辨率与 SEM 对干燥细

胞的成像分辨率一致，表明了 AFM 在观测活细胞

表面纳米形态上的独特优势．

由于 AFM 本身不具有特异性识别能力，使得

大部分情况下仅从 AFM 图像中还难以辨识出人们

感兴趣的细胞精细结构，因此研究人员大多通过将

AFM 与荧光显微术进行互补联用来精确识别细胞

生理活动过程中精细结构变化．膜型 1 基质金属蛋

白 酶 (membrane type 1 matrix metalloproteinase，

MT1-MMP)是一种表达于癌细胞上的可降解肿瘤基

膜中基质的酶，其表达水平的变化与癌症的侵袭转

移密切相关 [29]．2011 年 Kirmse 等 [29]通过将转染

MT1-MMP 的人黑色素瘤 MV3 细胞系接种于覆盖

有纤维胶原玉型基质(对基质预先进行绿色荧光标

记)的云母片上，结合荧光共聚焦显微术和 AFM 对

癌细胞降解胞外基质的过程进行了研究．荧光图像

显示，当 MV3 细胞 (红色荧光染色 )没有转染

MT1-MMP 时，纤维胶原基质保持完整，表明

MV3 细胞没有切割纤维胶原基质(图 3a)，而当转

染 MT1-MMP 时则明显地可以观察到纤维胶原被

切断(图 3c 中星号指示)；AFM 图像(图 3b, d)则更

清晰地揭示出细胞与单根纤维胶原接触时的结构变

化情况(图 3d 中箭头指示了被细胞拉聚并切割的纤

维胶原)．胞吐是一项重要的细胞生理活动．在胞

吐过程中，大分子物质先在细胞内形成囊泡，囊泡

随后移动到细胞膜处并与细胞膜结合，将大分子物

质排出细胞．传统的研究胞吐的方法基于光学显微

镜，无法直接在单个细胞表面观察到胞吐过程中细

胞精细结构的变化情况．2012 年 Hecht 等 [56]将

AFM 与荧光显微术联用对单个肺泡域型细胞的胞

吐过程进行了原位成像(图 3e～g)．肺泡域型细胞

通过胞内的板层小体(lamellar bodies，LBs)分泌肺

泡表面活性物质．激动剂 UTP/PMA 可诱导肺泡细

胞内 LB 与细胞膜的融合．利用 UTP/PMA 刺激肺

泡细胞域型细胞 15 min 后从荧光图像(图 3e)上可

以观察到 LB 与细胞膜的融合，而从 AFM 图像上

则可以更加清晰地观察到细胞表面出现的凸起结构

(图 3f 中圆圈指示)，通过与荧光图像对比可确认凸

起结构为与细胞膜融合的 LB．生命活动过程的本

质是动态的，因此利用 AFM 对细胞生理活动过程

进行纳米精度的实时成像对于揭示生命奥秘有着积

极的意义．基于此，我们利用 AFM 对人乳腺癌

MCF-7 细胞收缩运动过程中细胞伪足的动态变化
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对于微生物细胞，如细菌、酵母菌等，由于它

们自身不能贴壁生长，通常采用微孔滤膜固定法或

多聚赖氨酸静电吸附法[58]将其固定．微孔滤膜固定

法是利用注射器推动细胞溶液透过微孔滤膜使得细

胞被嵌于滤膜的微孔中，然后利用双面胶将滤膜黏

附于基底表面．然而微孔滤膜固定法基于商品化的

滤膜，只能对尺寸与滤膜孔径相近的圆形微生物细

胞进行固定，无法对杆状细胞进行固定．近年来，

研 究 人 员 提 出 了 基 于 聚 二 甲 基 硅 氧 烷

(polydimethylsiloxane，PDMS)材料制作的微坑阵列

细胞固定方法[59]，该方法首先在硅基底利用光刻蚀

工艺加工出微柱阵列模具，随后通过往模具浇灌液

体 PDMS 并固化形成 PDMS 微坑阵列结构． 对

PDMS 芯片进行亲水性处理(如利用氧等离子清洗)

后将微生物细胞悬浮液滴至芯片表面，随后利用盖

玻片拖曳细胞液滴使细胞在毛细力作用下嵌入微坑

中，实验结果表明了该方法可对细菌孢子、酵母菌

等多种微生物细胞进行有效固定，但是该方法仍然

无法用于杆状微生物细胞．由于微生物细胞尺寸

小，且具有坚硬的细胞壁，因此在基底覆盖多聚赖

氨酸，通过细胞与多聚赖氨酸之间的静电吸附作

用，可以有效地实现对微生物细胞的固定并进行

AFM 成像[60-61]．与微孔滤膜法相比，多聚赖氨酸的

优点是可用于圆形和杆状微生物细胞的固定，但缺

点是静电吸附作用可能会对细胞本身造成影响．

对于动物悬浮细胞来说，微孔滤膜固定法并不

适用，因为动物悬浮细胞的尺寸比微生物细胞要大

得多，没有适合动物悬浮细胞尺寸的商品化微孔滤

膜．此外，单纯的多聚赖氨酸吸附法也难以实现动

物悬浮细胞的 AFM 成像，因为动物悬浮细胞表面

柔软(没有微生物细胞那样坚硬的细胞壁)，不能在

基底上延展生长．针对动物悬浮细胞，研究人员提

出了利用光刻蚀工艺加工的微坑芯片对细胞进行固

定的方法[62]．虽然微坑可以在水平方向帮助细胞抵

挡扫描探针的侧向力影响，但在垂直方向上还缺少

基底对细胞的牵引力，因而在对细胞进行成像时，

Fig. 3 In situ visualizing the physiological activities of adherent cells by AFM imaging[29, 56鄄57]

图 3 贴壁细胞生理活动的原位 AFM 成像[29, 56鄄57]

(a～d)癌细胞降解胞外基质的荧光与 AFM 成像. 未转染 MT1-MMP 蛋白酶(a, b)和转染 MT1-MMP 蛋白酶(c, d)的人黑色素瘤细胞的荧光共聚

焦图(a, c)和 AFM 图(b, d). (e～g)肺泡域型细胞胞吐过程的荧光与 AFM 成像． (e)药物刺激后的肺泡域型细胞的光学明场和荧光叠加图. (f, g)

肺泡域型细胞的 AFM形貌图(f)和偏差图(g). (h) MCF-7 细胞收缩过程中板状伪足动态变化的 AFM连续成像．

进行了连续成像 [57]，如图 3h 所示． 将生长有

MCF-7 细胞的培养皿从 CO2 培养箱中取出并置于

AFM 载物台后立即对 MCF-7细胞的边缘部分进行

连续成像．连续成像结果(图 3h)显示，MCF-7 细

胞从 37℃适应室温的过程中板状伪足不断向细胞

中心区域收缩，并出现很多丝状伪足(红色圆圈指

示)，这些丝状伪足最后重组为一个新的板状伪足；

对运动前后细胞板状伪足厚度的测量结果表明板状

伪足的厚度在细胞收缩后显著增加，为细胞运动提

供了新的认识．这些研究结果表明，AFM 与荧光

显微术联用可以提供互补的信息，使得我们可以精

确识别细胞生理活动过程(如癌细胞侵袭转移、胞

吐、细胞运动)中细胞精细结构的变化，从而构建

细胞生理活动过程中胞内信号通路与细胞超微结构

变化之间的联系．
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Fig. 4 Changes of cellular ultra鄄microstructures during the rituximab忆s three killing
mechanisms visualized by AFM imaging [34鄄35, 48, 50]

图 4 Rituximab三种作用机制过程中细胞表面超微形貌变化的 AFM 成像 [34鄄35, 48, 50]

(a, b)基于微柱机械夹持和多聚赖氨酸静电吸附固定的淋巴瘤 Raji 细胞的整体(a)及表面局部区域(b)AFM 形貌图[34]． (c～ f) Rituximab 直接诱

导 PCD 机制中淋巴瘤细胞表面超微形貌变化[35]. 0.2 g/L(c, d)和 0.5 g/L(e, f) rituximab 刺激前(c, e)和刺激 2 h 后(d, f)的 Raji 细胞表面同一局部

区域成像． (c, e)中插图为细胞整体成像． (f)中绿色箭头指示细胞表面凸起结构． (g～ l) Rituximab 介导的 CDC 机制中淋巴瘤细胞表面超微形

貌变化[50]． (h, j)中绿色箭头指示细胞表面出现微小孔洞, (i)中红色箭头指示细胞质溢出． (m～ r) Rituximab 介导的巨噬细胞吞噬淋巴瘤细胞过

程中细胞超微形态的变化[48]． (m, o, q)中的红色方框插图为对应的荧光标记图像, 荧光指示了淋巴瘤细胞．

细胞会在微坑内移动甚至还会被带出坑外，导致该

方法主要用于对细胞进行力学特性测试，还难以用

于细胞成像．

针对目前还缺乏对动物悬浮细胞 AFM 成像的

有效固定方法，我们提出了一种结合光刻蚀工艺加

工的微柱阵列机械夹持和多聚赖氨酸静电吸附的细

胞固定方法[34-35]．首先利用 MEMS 光刻蚀工艺在硅

基底加工出微柱阵列芯片(微柱高度为 5 滋m，直径

为 10 滋m，间距为 10 滋m)，在制作好的微柱基底

覆盖一层多聚赖氨酸分子，这样微柱可以在水平方

向对细胞进行夹持，而多聚赖氨酸则在垂直方向对

细胞进行吸附，对淋巴瘤 Raji 细胞的实验结果[34]表

明该方法可有效实现动物悬浮活细胞的固定，并在

此基础上得到淋巴瘤活细胞的整体(图 4a)及表面超

微结构(图 4b)的 AFM 形貌图．基于结合微柱机械

夹持和多聚赖氨酸静电吸附的固定，观察了

rituximab 直接诱导淋巴瘤 Raji 细胞凋亡的 PCD 机

制中细胞超微形貌变化[35]，AFM 成像结果(图 4c～ f)

表明，rituximab 刺激后细胞表面褶皱增加，且随

着 rituximab 刺激浓度的增加，细胞表面出现明显

的凸起结构(图 4f 中绿色箭头指示)．进一步利用

AFM 成像观察了 rituximab 的 CDC 和 ADCC 机制

中细胞超微形貌的变化．利用含 rituximab 和人血

清的培养基对淋巴瘤 Raji 细胞培养 2 h 后，将离心

收集的细胞悬浮液滴至覆盖有多聚赖氨酸的载玻

片，并利用 4%多聚甲醛进行化学固定，随后在

PBS溶液中进行AFM成像．AFM成像结果(图 4g～l)

表明 rituximab 介导的 CDC 过程可分为 3 个阶段[50]:

a．在细胞表面出现微孔(图 4g, h，绿色箭头指示微

孔)，b．细胞表面的微孔尺寸变大并导致细胞质的

溢出(图 4i, j，溢出的细胞质由红色箭头指示)，c．

细胞质完全溢出细胞坍塌形成细胞膜碎片(图 4k, l).

通过将预先进行了荧光标记并覆盖有 rituximab 的

淋巴瘤细胞与巨噬细胞共培养，利用 AFM 成像观

察了 rituximab 介导的巨噬细胞吞噬癌细胞 ADCC

机制中细胞超微形态的变化 [48]．AFM 成像结果

(图 4m～ r)显示，巨噬细胞与癌细胞接触(图 4m, n)、

巨噬细胞开始吞噬癌细胞(图 4o, p)以及巨噬细胞已

经吞噬完一部分癌细胞(图 4q, r)的动态过程，揭示

出巨噬细胞和癌细胞之间接触区域的细节情况．这

些结果清晰地显示了纳米尺度下 rituximab 的 3 种

作用机制对淋巴瘤细胞形态的影响，为理解
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rituximab 对淋巴瘤细胞的杀伤作用提供了新的认

识．传统光学显微镜由于 200 nm 分辨率限制，无

法观察到细胞生理活动过程中精细结构的变化，

AFM 则可以直观地揭示溶液环境下活细胞生理活

动过程中或外部因素作用下(如药物刺激)细胞表面

超微结构的变化，这一方面丰富了人们对细胞生理

活动行为的认识，另一方面使得我们可以通过实时

监测细胞超微形貌变化(如药物刺激后)来发展新型

药物效能评价与预测方法．

4 AFM 细胞机械特性测量

AFM 在细胞生物学领域的另一个重要应用是

测量细胞机械特性．细胞自身的机械特性(如形变

能力、黏附能力等[63])在细胞生理活动中起着重要

作用，如在癌细胞转移过程中血液中的循环癌细胞

需要首先黏附至血管内壁并抵挡血液流体剪切力的

影响(依赖于细胞的黏附能力)，随后需要克服血管

内皮细胞的挤压以穿过血管壁(依赖于细胞的形变

能力)[64]，因此只有具备合适机械特性的癌细胞才

能发生转移．2007 年 Suresh[63]总结了细胞机械特性

与癌变之间的关系，指出细胞病理变化会导致细胞

机械特性的变化，进而诱导细胞功能发生改变(如

基因表达、生存能力、运动能力)，最终引起癌症

的发生．因此研究细胞机械特性有助于认识癌症等

重大疾病发生发展过程中的内在机理．

AFM 测量细胞机械特性研究的一个重要思路

是鉴别癌细胞与其对应的正常细胞之间机械特性的

差异．1999 年 Lekka 等[65]最早利用 AFM 测量并比

较了癌细胞与正常细胞机械特性的差异，结果表明

正常膀胱细胞的杨氏模量(～10kPa)比膀胱癌细胞

(～1kPa)的杨氏模量大 10 倍．2008 年 Li 等[66]利用

球型探针(通过将 4.5 滋m 直径聚苯乙烯微球修饰到

悬臂梁上制成)分别测量了正常乳腺细胞和乳腺癌

细胞的杨氏模量，结果表明乳腺癌细胞的杨氏模量

(0.3～0.5kPa)比正常乳腺细胞的杨氏模量 (0.5～

1.1kPa)要小 40%～55%．这些结果表明了细胞癌变

后其杨氏模量显著降低，也证明了细胞机械特性作

为用于区分癌细胞和正常细胞的新的免标记生物标

志物的有效性．随后人们进一步利用 AFM 研究细

胞机械特性与癌细胞侵袭转移之间的关联．2012

年 Xu 等[67]利用球型探针分析了不同类型卵巢癌细

胞及正常卵巢上皮细胞杨氏模量的差异，结果显示

卵巢癌细胞的杨氏模量要明显小于正常的卵巢上皮

细胞，同时结合细胞迁移和侵袭实验揭示出侵袭性

越强的癌细胞的杨氏模量越小，表明了癌细胞机械

特性与其侵袭迁移能力有着密切的联系．2013 年

Zhou 等[68]对不同侵袭类型的舌鳞状细胞癌细胞的

机械特性进行了测量，结果同样显示出侵袭性越强

的癌细胞的杨氏模量越小．2014 年 Efremov 等[69]对

成纤维细胞的研究结果也证明了癌细胞在获得侵袭

能力的同时会伴有细胞杨氏模量显著减小．我们利

用球型探针对侵袭性淋巴瘤 Raji细胞和惰性淋巴瘤

Hut 细胞杨氏模量的测量结果[42]同样表明侵袭性瘤

细胞的杨氏模量明显小于惰性瘤细胞的杨氏模量．

这些研究证明了细胞机械特性不仅可用于区分癌细

胞和正常细胞，还可用于指示癌细胞的侵袭转移能

力．然而需要指出的是，这些研究均是在体外培养

的细胞系上进行的，在体外培养的细胞与人体内的

细胞有着明显的结构和功能上的差异，因此这些结

论(如癌细胞比正常细胞要软、侵袭性越强的癌细

胞越软)是否在人体内环境下依然成立还不清楚．

为了分析人体内真实环境下癌细胞与正常细胞

机械特性之间的差异，研究人员开始利用 AFM直

接对从病人体内获取的癌细胞进行探测．2007 年

Cross 等[70]通过收集临床不同癌症患者(非小细胞肺

癌、乳腺导管癌、胰腺癌)体腔液样本并提取出样

本中的癌细胞，同时提取健康志愿者的体腔液样本

作为对照，利用 AFM 分别测量了癌症患者体内癌

细胞和正常细胞的杨氏模量，统计结果显示癌细胞

的杨氏模量(～0.5kPa)显著小于正常细胞的杨氏模

量(～2kPa)．2012 年 Lekka 等 [71]利用 AFM 对癌症

组织和正常组织的机械特性进行了测量，揭示出癌

症组织的杨氏模量要小于正常组织的杨氏模量．

2012 年 Plodinec 等[72]进一步研究了良性肿瘤组织和

恶性肿瘤组织机械特性的差异，对临床制备的三种

活检乳腺组织(正常乳腺组织、良性乳腺肿瘤、恶

性乳腺肿瘤)的机械特性进行了测量，结果表明，

在乳腺癌的不同阶段(正常组织、良性肿瘤、恶性

肿瘤)癌细胞的硬度图谱存在着显著的差异：正常

和良性乳腺肿瘤硬度呈现单一峰分布，而恶性乳腺

肿瘤硬度则呈现多峰分布且硬度显著降低．这些结

果表明在人体内癌细胞 / 组织比正常细胞 / 组织要

柔软，与在体外细胞系上获得的研究结果一致，同

时也证明了细胞机械特性不仅可用于区分癌症组织

和正常组织，还能区分良性肿瘤和恶性肿瘤．由于

这些研究采用的是临床制备的活检样本，因而能较

好地反映人体内的真实情况，同时这些结果为将来

发展基于细胞机械特性的新型癌症诊断方法提供了
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Fig. 5 Changes of cellular mechanical properties during rituximab忆s killing mechanisms quantified by AFM [48, 50, 74]

图 5 Rituximab作用机制过程中细胞机械特性变化的 AFM 测量[48, 50, 74]

(a) 活细胞表面获取的力曲线[74]．插图为压痕曲线的 Hertz 模型拟合． (b)Rituximab 介导的 CDC机制中淋巴瘤细胞杨氏模量变化[50]．插图为通

过荧光染色识别出具有 CDC 效应的细胞, 控制 AFM 探针移动到细胞表面进行探测． (c) CDC 过程中淋巴瘤细胞杨氏模量的连续测量[50]．红

色箭头指示加入 rituximab 和人血清以激活 CDC 机制． (d)Rituximab 介导的巨噬细胞吞噬淋巴瘤细胞的 ADCC 机制作用过程中巨噬细胞杨氏

模量的变化[48]．

概念验证，因而具有显著的临床转化医学意义．但

是需要指出的是这些研究虽然是直接对提取自病人

体内的癌细胞进行测量，但测量过程是在体外进行

的，因此仍然不能完全反映人体内真实情况．2009

年 Mao 等[73]通过将 AFM 与手术操作相结合直接在

活体老鼠上对老鼠血管的机械特性进行了测量，并

对药物诱导的血管舒张和收缩过程中血管机械特性

的实时变化进行了监测，为研究 in vivo 环境下生

物系统纳米机械特性的动态变化提供了新的思路．

为了研究细胞机械特性在 rituximab 杀伤机制

中的作用，我们利用 AFM 压痕技术对 rituximab 三

种机制作用过程中相关细胞机械特性变化进行了定

量测量[33-34, 48, 50, 74]，如图 5 所示．图 5a 为在活细胞

表面获取的一条典型力曲线，其中红色曲线为逼近

曲线，蓝色曲线为回退曲线．根据逼近曲线上的接

触点，将逼近曲线转化为压痕曲线并应用 Hertz 模

型对压痕曲线进行拟合得到细胞杨氏模量．图 5a

插图为压痕曲线和 Hertz 拟合曲线的对比，可以看

到二者吻合，表明了 Hertz 模型用于描述 AFM 针

尖与细胞接触并产生压痕过程的有效性．通过测量

rituximab 作用前后淋巴瘤 Raji 细胞的杨氏模量并

结合 AO/EB 双荧光染色，结果显示 rituximab 直接

诱导 Raji 细胞凋亡的 PCD 机制过程中会导致细胞

杨氏模量减小[33-34]．对 rituximab 介导的 CDC 机制

作用过程中三种情况下(分别是未进行 rituximab 和

人血清处理、rituximab 和人血清处理后无 CDC 效

果、rituximab 和人血清处理后有 CDC 效果)Raji 细

胞的杨氏模量进行了测量，结果表明在 CDC 作用

过程中 Raji 细胞杨氏模量呈现先减小后增加的趋

势(图 5b)．为了识别具有 CDC 效应的 Raji 细胞，

对 rituximab 和人血清处理后的细胞进行 PI 染色，

如图 5b 插图所示．经过 rituximab 和人血清处理后

有 CDC 效果的细胞会被 PI 分子染成红色，从而在

荧光导引下控制探针移动到细胞表面．对单个 Raji

细胞在 CDC 过程中杨氏模量的变化进行了动态

测量，结果同样显示在 rituximab 和人血清处理后

(60 min 加入)细胞呈现先变软后变硬的趋势(图 5c).

在 rituximab 介导的巨噬细胞吞噬瘤细胞的 ADCC

机制过程中，细胞机械特性测量结果表明吞噬瘤细

胞后巨噬细胞的杨氏模量增加(图 5d)．这些结果分
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别揭示了 rituximab 三种作用机制过程中淋巴瘤细

胞以及效应细胞机械特性的变化规律，表明了细胞

机械特性对于 rituximab 作用过程的指示作用，其

实际意义在于可以通过监测细胞机械特性变化来发

展新型药物评价方法．

5 细胞动态活动的高速 AFM 成像

生命活动的本质是动态的，如细胞表面分布有

各种生物分子，这些分子并非独立作业而是在细胞

表面的微米 / 纳米区域内与其他分子不断地进行

组装、结合、解离等反应来完成细胞的各种特定功

能 [75]． 然而细胞表面起伏不平的形貌导致传统

AFM 获取一幅高分辨率活细胞图像的时间需要

数分钟，这远大于大多数细胞生理活动所需的时

间[28]，因此提高 AFM 成像速度以实现对细胞分子

活动的实时观察是 AFM 成像需要解决的问题．可

喜的是近年来高速 AFM 成像研究取得了突破性的

进展，使得我们可以实时探索微小时间尺度(如秒

级、亚秒级[76])下的细胞分子生理活动．高速 AFM

的基本结构与常规 AFM 一致，其区别在于高速

AFM 通过对一系列组成部件进行优化来实现高速

扫描成像，如采用更小的悬臂梁(长 6 滋m，宽 2 滋m,

厚 90 nm)，基于角度的光束偏转检测器、快速振

幅检测器、高速扫描头、动态 PID 控制、以及基

于二阶振幅检测的温漂补偿系统等[77-78]．为简单起

见，假定样品表面为褶皱形貌，且可用周期为 姿
的正弦波表示，则高速扫描 AFM 的最大成像速度

Rmax 可用公式表示为[76]：

Rmax= 2姿兹maxfB仔NW (4)

其中 姿 为样品表面褶皱形貌的变化周期，兹max

为最大允许相位时延，fB 为反馈带宽，N 为扫描线

条数，W 为 x 方向的扫描范围． fB 取决于样本高度

以及悬臂梁自由振幅．在对高度为 1～5 nm 的蛋白

质分子进行成像时 fB 通常为～100 kHz，兹max 通常为

仔/9．于是对于扫描范围 150 nm，扫描线为 100，

姿 为 10 nm 时，则 Rmax 为 14.8 帧 / 秒．高速 AFM

在对分离纯化的蛋白质分子动态成像方面(通过将

蛋白质分子吸附到平整的基底表面如云母)取得了

极大的成功(这是因为蛋白质分子尺寸小，且云母

表面光滑)，直观地揭示出亚秒时间尺度下单分子

动态活动过程，如肌球蛋白 V 分子滑行[79]、马达蛋

白旋转[80]、抗体分子运动[81]等，为单分子动态生理

活动行为提供了新的认识．然而需要指出的是，尽

管包括这些生理活动在内的很多动态生物现象可以

从单纯分子尺度进行研究，但人们往往更希望能直

接在细胞尺度对这些动态生物现象进行研究．在细

胞尺度对动态生物现象进行研究可以确保被探测分

子的原位性，同时还可以研究被探测分子与细胞上

其他分子之间的相互作用[82]．

与动物细胞相比，微生物细胞的尺寸较小、具

有坚硬的细胞壁，因而被研究人员首选为高速

AFM 的实验对象，并在过去的几年中取得了显著

的进展．2010 年 Fantner 等[60]通过采用小悬臂梁，

并对光束偏转检测系统进行改进，实现了对药物刺

激后大肠杆菌细胞表面结构动态变化的连续快速成

像(成像间隔为 13 s)，直观地显示出抗菌剂作用后

使得细胞表面由光滑状变为褶皱状，如图 6a 所

示．需要指出的是 13 s 获取一幅图像的速度还不

够快，与在提纯蛋白质分子上获取的亚秒级成像速

度 [80]相比还有着较大的差距．2012 年 Yamashita

等[83]实现了对活性趋磁细菌细胞表面单个分子的高

速扫描成像(成像速度提升为 0.5 秒 / 帧)，结果显

示，细菌外膜呈现网状结构的形貌并有粒子在膜表

面进行快速扩散运动．应用于提纯蛋白质分子成像

的高速 AFM 扫描头在 x 和 y 方向的最大扫描范围

分别为 1 滋m 和 4 滋m，这使得其难以观察更大尺

寸的样本，如活细胞 [84]．为了对动物细胞进行成

像，2013 年 Watanabe 等[84]发展了大范围(46 滋m伊
46 滋m)扫描头并实现了对单个 HeLa 细胞内吞作用

的连续快速成像(成像速度为 5 s)，如图 6b 所示．

图 6b 中虚线圆圈指示 HeLa 细胞在内吞颗粒时细

胞膜上形成的 2 个纳米坑，随着时间的增加，这 2

个纳米坑逐渐消失．2013 年 Colom 等[85]发展了结

合光学显微镜和高速 AFM 的联合成像系统，并应

用该系统对透镜状细胞表面单个分子的动态活动进

行了连续成像(成像间隔为 1 s)，揭示出透镜状细胞

表面纳米区域内单个 AQP0 分子的动态组装活动，

如图 6c 的 3.84 s 和 4.80 s 这两幅图像中箭头指示

区域．这些研究证明了高速 AFM 用于观察单个活

细胞表面生理活动的可行性，为细胞 / 分子生物学

带来了新的认识，但是目前高速 AFM 还仅能在相

对坚硬的细菌细胞以及特定真核细胞(如透镜状细

胞)实现单分子原位成像[25]，如何对更多类型活细

胞(尤其是动物细胞)进行单分子快速扫描成像成为

高速 AFM 面临的问题．

705· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2015; 42 (8)

Fig. 6 Visualizing the physiological activities of single cells by high鄄speed AFM imaging [60, 84鄄85]

图 6 单细胞生理活动的高速 AFM 连续成像[60, 84鄄85]

(a)药物刺激大肠杆菌细胞后的连续成像[60]． (b)HeLa 细胞内吞作用过程的连续成像[84]． (c)透镜状细胞表面单个蛋白质分子的连续成像[85]．

6 多参数 AFM 成像

当前应用 AFM 压痕技术测量细胞机械特性时

需要对获取的大量力曲线进行离线处理，导致其效

率低下．为了提高 AFM 实验效率，近年来出现了

一种新的成像模式，即峰值力轻敲模式(peak force

tapping，PFT)[26]．在 PFT 模式下，振动针尖(振动

频率远小于悬臂梁的共振频率)在每个采样点记录

力曲线．通过实时分析力曲线的不同部分，即可同

时得到多个反应样本物理化学特性的参数(如形貌、

杨氏模量、黏附力、形变、能量耗散等)：通过分

析回退曲线可以得到杨氏模量和黏附力，通过分析

逼近曲线可以得到形变信息，通过分析逼近曲线和

回退曲线之间所夹的区域可以得到能量耗散信息[86].

我们知道，普通轻敲模式通过控制针尖与样本间歇

接触减小了探针侧向力对样本的影响，但普通轻敲

模式的振动频率约为探针的共振频率，导致针尖与

样本之间的作用力较大，而 PFT 模式的探针振动频

率远小于其共振频率(溶液下 PFT 振动频率 <2kHz，

而溶液下探针的共振频率通常 >10kHz)，因而与普

通轻敲模式相比，PFT 模式显著减小了针尖与样本

之间的作用力，这对于无损探测生物活性样本(如

活细胞)有着积极的意义．需要注意的是，在利用

PFT 模式同时获取生物样本的多个参数时，需要对

探针的参数(如偏转灵敏度、探针弹性系数、针尖

半径)进行校正．偏转灵敏度可以通过在坚硬的基

底获取力曲线进行校正，弹性系数可以通过 AFM

的 Thermal Tune 模块进行校正，而针尖半径则可

以通过扫描多孔标准样本进行校正．进行参数校正

后还需要对已知样本(如已知杨氏模量的样本)进行

成像以进一步精确校正参数，确保探测结果的准确

性．此外，为了减少成像过程对针尖的磨损，在实

验中需要控制成像的范围以及速度．PFT 模式在探

测提纯蛋白质分子的物理化学特性(如机械特性[87]、

电学特性[88]、结合位点[89])上取得了显著的成功，使

得我们可以直观地将纳米尺度下单个蛋白分子的

AFM 形貌信息与其物理化学特性相关联，这对于

认识蛋白质分子的结构和功能有着重要的意义．将

提纯的蛋白质分子吸附到云母表面进行研究时，由

于云母表面光滑平整，且提纯后重组的蛋白质在人

工膜上分布均匀、形状规则[88]，使得扫描成像时的

背景噪声很低，因而便于进行 PFT 扫描成像．但

当应用于更复杂的样本(如活细胞)时，细胞表面的

复杂性(柔软、尺寸大、结构异质)使得 PFT 成像变

得困难，需要对探针与细胞之间的作用力进行精确

控制以避免造成对细胞的损伤．近年来研究人员开

始应用 PFT 成像模式研究细胞的物理化学特性．

(a)

(b)

(c)
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65 s52 s39 s26 s13 s0 s
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1
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2012 年 Heu 等[86]应用 PFT 成像模式同步观测了草

甘膦(一种除草剂)作用下 HaCaT 表皮角化细胞超微

形貌和机械特性的变化，结果表明草甘膦作用后

HaCaT 细胞表面出现细丝状结构且细胞硬度显著

增加．2015 年 Eghiaian 等[90]利用 PFT 成像模式研

究了活体成纤维细胞表面肌动蛋白皮层的形貌及机

械特性，结果显示出肌动蛋白丝的两种排列结构，

分别是长束状(10 滋m)松散结构和网格状短小紧致

(<1 滋m)结构，这两种结构的不同组合导致了成纤

维细胞机械特性和动力学行为的异质性．这些研究

表明，PFT 目前不仅可用于提纯的蛋白质分子还可

对活细胞进行多参数观测，便于人们分析所获取的

各个参数之间的关联，从而有助于全面认识细胞的

生理特性．然而需要指出的是目前能够成功进行

PFT 扫描成像的细胞种类还不多，特别是对于动物

悬浮细胞来说，由于其不能贴壁生长且表面柔软，

导致在应用 PFT 模式对其进行成像时获取的力曲

线往往不规则，从而给结果的解释带来困难．

7 总结与展望

AFM 的出现为纳米尺度下原位可视化表征细

胞表面超微形貌及定量分析细胞机械特性提供了新

的技术方法，AFM 所具有的独特优势使得其在过

去的数十年中在生命科学领域得到了广泛应用，为

单细胞生理活动行为及相关疾病(如癌症)带来了大

量新的认识，已成为细胞 / 分子生物学的重要研究

手段．利用 AFM 对活细胞超微成像是其在生物学

上的最基本应用，可以揭示出细胞生理活动过程中

表面超微形貌的变化．AFM 的理想成像条件是样

品相对探针的位置保持不变，然而活细胞(微生物

细胞除外)表面十分柔软且细胞膜处于动态运动之

中，这导致细胞表面与探针接触后容易产生形变，

进而影响到 AFM 成像的分辨率，基于此目前在动

物活细胞表面的极限成像分辨率为 50 nm，尚无法

实现对动物活细胞表面单个分子的成像[28, 33]．为了

提高 AFM 对动物活细胞的成像分辨率，一方面可

以发展新型固定方法对细胞膜的运动进行抑制，如

可以设计加工出含有孔洞(直径～100 nm)的薄膜[78,91],

这样被薄膜孔洞夹持的细胞部分将较为坚硬，从而

便于获取高分辨率 AFM 图像，另一方面可以对

AFM 成像方式进行改进，如受扫描离子电导显微

镜 (scanning ion conductance microscopy，SICM)的

启发可以发展非接触 AFM 扫描成像模式[92]，该成

像模式由于不与细胞接触因此将有望提高 AFM 对

活细胞的成像分辨率．此外，样本表面硬度与其尺

寸有着直接的联系，因此作为可选的策略可以从细

胞内提取出细胞器(如线粒体[93]、高尔基体)进行研

究，这将可能实现对这些细胞器表面单分子动态生

理活动的观测[25]．利用 AFM 对细胞机械特性进行

测量(特别是对临床癌症患者的活检细胞 / 组织进

行探测 [70-72])在过去的 10 年中取得了显著的成果，

从生物力学方面给癌症的发生发展机制带来了大量

新的认识，为发展基于细胞机械特性检测的癌症诊

治新方法提供了实验基础．然而目前 AFM 机械特

性测量存在的主要问题是： a． 吞吐量低 (low

throughput)[8, 94]．当前利用 AFM 测量细胞机械特性

时，首先在光学显微镜导引下人工控制探针移动到

细胞，随后在细胞表面获取力曲线，待测量结束后

人工移动探针到下一个细胞继续测量，这种完全依

赖于人工的测量过程导致实验效率十分低下：一次

仅能测量一个细胞，而测量一个细胞往往需要数分

钟．而在实际应用中为了得到具有统计学意义的数

据，往往需要对大量细胞进行测量，这将导致庞大

的工作量，使得在有限时间内获得的数据有限，成

为阻碍 AFM 细胞机械特性实际应用的重要因素[95].

为了提高 AFM 机械特性测量的实验效率，一方面

可以引入自动化技术以减少人工的参与，如可以利

用图像检测技术识别出视场中的细胞并控制样本台

运动以实现对细胞机械特性的自动化测量[96]；另一

方面可以联合其他生化技术手段以确定比较典型的

细胞，对典型细胞进行测量将可有效提升工作效

率[97]．b．目前对细胞机械特性测量结果的解释还

存在困难[94]．在压痕实验过程中，探针先后与细胞

膜、细胞骨架、细胞核等不同细胞部位接触，这导

致获取的力曲线中包含了探针与细胞不同部位接触

的情况，但实际过程中采用的理论模型(如 Hertz 模

型)假定细胞为均质体，使得对实验曲线拟合得到

的杨氏模量为压痕过程中的平均值，导致对于细胞

各部位所得到的细胞杨氏模量的贡献仍不清楚．

c．细胞除了具有弹性特性外，还具有黏性．在细

胞内部，细胞质的水凝胶特性，细胞骨架蛋白的异

质性，细胞核和其他细胞器的存在等均影响着细胞

的机械特性[98]．因此仅通过测量细胞杨氏模量还难

以完全表征细胞的黏弹特性．目前通常通过控制探

针在细胞表面进行应力 - 松弛实验来测量细胞黏弹

特性，即首先控制探针快速在细胞表面产生压痕，

随后保持探针垂直方向位置不变并维持一段时间，

记录这个过程中悬臂梁变化量随时间的变化曲线
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(即得到力 - 时间曲线)，对曲线进行拟合即可得到

能反映细胞黏弹特性的参数[99]．但目前利用 AFM

对细胞黏弹特性进行的研究还相对较少，细胞黏弹

特性测量的生物医学意义还有待进一步研究．

在应用 AFM 研究生物学问题的实践中，针对

常规 AFM 存在的速度慢、效率低等不足，研究人

员不断对 AFM 的功能进行改进和提高，并在近年

来取得了显著的进展，如高速 AFM 使得人们可以

实时观察亚秒时间尺度下的细胞分子活动行为[79-81],

而多参数 AFM 成像模式则使得人们可以将细胞 /

分子的形貌结构信息与其物理化学特性相关联[86-90],

极大地提升了 AFM 研究生物学问题的潜能．但需

要指出的是这两种新技术目前还主要适用于提纯的

蛋白质分子以及具有坚硬外壳的微生物细胞，对于

动物细胞尤其是动物悬浮细胞来说，细胞的复杂性

(柔软、尺寸大、细胞膜的动态性、表面组分的异

质性)使得应用这两种技术时则还存在着严峻的挑

战[25]，这需要来自包括物理学、工程学、生物学等

在内的多个学科领域的研究人员共同解决．过去数

十年中 AFM 在纳米尺度下细胞 / 分子生理活动原

位探测上取得的成绩显示出其所具有的强大生命

力，这一方面在于其本身所拥有的独特优势，另一

方面还在于 AFM 可以与多种其他细胞检测技术进

行联合使用，以此来得到互补的信息，从而提升

AFM 的检测能力．AFM 本身不具有特异性，通常

将 AFM 与光学 / 荧光显微镜联用，通过光学形态

观察或荧光标记来识别出感兴趣的细胞(如临床病

例活检样本中的癌细胞[100])，从而控制探针移动到

感兴趣细胞上进行 AFM 探测．AFM 无法检测细胞

膜表面离子通道的电流信息，而膜片钳技术无法实

现对单个离子通道的机械刺激，我们通过构建

AFM- 膜片钳一体化检测平台[101]，实现了对细胞表

面超微机械刺激和离子通道电流的同步检测，为机

械门控离子通道提供了新的认识．此外，Meister

等[102]将 AFM 与纳流控技术相结合，通过将纳米管

道整合到 AFM探针上，实现了对单个细胞的药物

递送，使得人们可以对细胞进行精确的药物刺激．

总之，AFM 在原位表征和定量分析纳米尺度下单

细胞生理特性上获得了极大的成功，但仍有很多问

题有待解决，解决这些问题将进一步提升 AFM 的

功能，同时随着 AFM 在生命科学领域的不断应用

也将带来更多新的认识．
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In situ Imaging The Cellular Ultra鄄microstructures and Measuring The
Cellular Mechanical Properties Using Atomic Force Microscopy*

LI Mi1), LIU Lian-Qing1)**, XI Ning1, 2)**, WANG Yue-Chao1)

(1) State Key Laboratory of Robotics, Shenyang Institute of Automation, Chinese Academy of Sciences, Shenyang 110016, China;
2) Department of Electrical and Computer Engineering, Michigan State University, East Lansing, MI 48824, USA)

Abstract Due to the unique advantages (e.g., nanometer spatial resolution, picoNewton force sensitivity,

label-free, can work in aqueous conditions), atomic force microscopy(AFM) has become an important instrument

in cell biology. AFM can not only visualize the ultra-microstructures on the surface of living cells, but also can

quantify the cellular mechanical properties (such as Young's modulus) by indenting technique, opening the doors to

in situ explore the dynamical physiological activities and mechanical behaviors of single living cells at the

nanoscale. In the past decades, researchers have carried out extensive investigations in imaging the cellular

ultra-microstructures and measuring the cellular mechanical properties using AFM, yielding novel insights into our

understanding of cellular physiological activities and providing a new idea to solve the related issues in the field of

biomedicine. The AFM's own performances have also been steadily improved, which further promote its

applications in biology. In this paper, based on our own research in investigating the killing effects of targeted

cancer drugs at the nanoscale using AFM, the principle of AFM imaging and measuring the cellular mechanical

properties was presented, the progress in visualizing the cellular ultra-microstructures and quantifying the cellular

mechanical properties using AFM was summarized, the challenges facing AFM single-cell assay and its future

directions were discussed.

Key words atomic force microscopy, cell, ultra-microstructure, imaging, mechanical properties, Young's

modulus
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