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摘要 原子力显微镜(AFM)的发明为微纳尺度下高分辨率探测天然状态生物样本的物理特性提供了强大工具，是对传统生化
特性检测方法的有力补充．近年来，多参数成像模式 AFM的出现使得人们不仅可以获取生物样本表面形貌特征，还能同时
获取生物样本多种力学特性图(如杨氏模量、黏附力、形变等)，为研究生物结构、力学特性及其生理功能之间的关联提供了
新的技术手段．多参数成像 AFM的生物医学应用研究为细胞 /分子生理活动及相关疾病内在机理带来了大量新的认识．本
文结合作者在 AFM细胞探测方面的研究工作，介绍了多参数成像 AFM工作原理，总结了多参数成像 AFM在细胞及分子力
学特性探测方面的研究进展，并对其存在的问题进行了讨论和展望．
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细胞力学特性在细胞生理活动过程中起着重要

的调控作用．对于复杂生物体来说，细胞通常生长

在包含有多个组分(如细胞外基质、其他细胞、可
溶性生长因子等)的微环境中[1-2]．一方面，细胞在

其生命活动过程中不断感知微环境中的机械特征

(如基质硬度[3]、基质形貌[4]等)，通过力学信号传导
机制将机械信号转化为细胞内的化学信号[5]、调整

基因和蛋白质表达[6]、维持细胞稳态 [7]、并在微环

境出现病变时对微环境进行修复[8]．另一方面，细

胞与微环境的相互作用导致细胞或组织呈现出独特

的力学特性，如在柔软基底(0.1～1 kPa)上生长的
干细胞分化为脑细胞(杨氏模量较小)，而在坚硬基
底(25～40 kPa)上生长的干细胞则分化为成骨细胞
(杨氏模量较大)[9]．来自细胞内外的作用力通过改

变细胞骨架结构影响细胞机械特性[10]．在肿瘤形成

过程中，细胞外基质中胶原纤维的聚合及线性化导

致基质变硬，如乳腺癌组织的硬度为正常乳腺组织

的 10 倍 [11]，而癌细胞的杨氏模量则显著减小以

便于癌细胞穿过机体内细胞外基质、血管等实现转

移[12-13]．因此，开展细胞力学特性研究对于理解生

命活动内在规律和认识疾病发生机理具有重要基础

意义．

原子力显微镜(AFM)的发明为微纳尺度细胞 /
分子生物力学特性研究提供了新的技术手段．AFM
具有纳米级 (0.5～1 nm)的空间分辨率和皮牛级
(10～104 pN)的力感知灵敏度[14]，不仅可以在溶液

环境下获取天然状态生物样本(如组织[12]、细胞[15]、

生物膜[16]等)的形貌特征，还能对生物样本的力学
特性进行测量，已成为细胞与分子生物学领域的重

要研究工具[17]．与光镊、磁力扭转、微流控、平行

板、微管吸取、微柱形变等[18]细胞力学特性测量方

法相比，AFM的独特优势是能以纳米级的空间分
辨率同时获取细胞表面精细结构形貌及力学特性．
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Fig. 1 The principle of multiparametric imaging AFM
图 1 多参数成像 AFM原理

(a)多参数成像过程中, AFM探针在样本表面每个采样点获取力曲线[25]. (b, c)多参数成像过程中在样本表面获取的力曲线.控制压电陶瓷驱动

器上下运动维持探针与样本之间峰值力恒定进行成像.通过分析力曲线得到多种力学参数图. (b)力 -时间曲线. (c)力 -距离曲线[26]. (d)多参数

成像 AFM对生物膜进行探测,同时获取形貌图、杨氏模量图、形变图和黏附图[27].

特别是近年来多参数成像 AFM[19]的出现使人们可

以同时获取多种生物力学特性图(如杨氏模量、黏
附力、形变等)，极大地便利了生物结构、力学特
性、生理功能三者之间的高分辨直观关联研究．多

参数成像 AFM在解决生物医学实际问题上的应用
为细胞 /分子生理学活动及相关疾病内在机理带来
了大量新的认识．本文结合作者在 AFM细胞探测
方面的研究工作，对多参数成像 AFM在细胞及分
子力学特性探测方面的研究进展及面临的挑战和未

来发展进行了综述．

1 多参数成像 AFM
传统 AFM成像模式主要包括接触模式和轻敲

模式．AFM利用一根末端连有一个极细针尖(针尖
半径纳米级)的软悬臂梁(悬臂梁长度 2～200 滋m，
厚度约 1 滋m)[20]在样本表面进行光栅式扫描，同时

利用压电陶瓷驱动器控制悬臂梁在垂直方向运动来

感知针尖原子与样本表面原子之间的相互作用力，

获取反映样本表面起伏形貌的三维图像[21]．接触模

式下，针尖与样本接触扫描时针尖原子与样本表面

原子之间的库仑排斥力作用导致悬臂梁弯曲，压电

陶瓷驱动器控制悬臂梁上下运动维持针尖原子与样

本表面原子之间作用力恒定获取图像．轻敲模式

下，以一定频率振动的悬臂梁与样本间歇接触扫描

时针尖原子与样本表面原子之间的范德华吸引力作

用导致悬臂梁振动的变化(如振幅、频率)[22]，压电

陶瓷驱动器控制悬臂梁上下运动维持悬臂梁振幅或

频率[23]恒定获取图像．振动悬臂梁的频率对于针尖

上作用力的变化比振幅更敏感[24]，但其反馈控制回

路复杂(需要 3条反馈回路)[17]，而振幅检测控制在

技术上更简单(仅需 1条反馈控制回路)，因此目前
基于振幅检测的轻敲模式最为广泛．

AFM多参数成像模式为同步获取样本多种物
理特征提供了新的方法．在多参数成像模式下，振

动探针在 xy水平面对样本进行光栅扫描[25](图 1a).
由图 1可见在每个采样点控制探针在 z 方向进行逼
近 -回退运动[26]，记录这个过程中压电陶瓷驱动器

z 方向位置变化和悬臂梁偏转量的变化，得到力曲
线．探针首先从初始位置(1)逼近样本表面．当探
针与样本表面接触并产生压痕(2)时，样本表面原
子与针尖原子之间的排斥作用导致悬臂梁偏转量显

著增加．当悬臂梁偏转量到达设定的最大值(3)时，
探针开始回退．在回退过程中，当施加在悬臂梁上

的拉力大于针尖 -样本之间的黏附力(4)时，探针回
复至初始位置(5)(图 1b)．逼近过程中悬臂梁最大
偏转量对应的力即为峰值力．在多参数成像模式

中，压电陶瓷驱动器控制悬臂梁上下运动维持峰值

力保持恒定获取图像．通过实时分析力曲线的不同

部分，即可得到反应样本物理和化学特性的多个参

数．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(图 1c)．图 1d显示了利用多参数成像
AFM在缓冲溶液中对吸附在云母表面的嗜盐细菌
紫膜的成像结果[27]，同时得到紫膜的形貌图、杨氏

模量图、形变图和黏附力图，揭示出 100 pN峰值
力扫描下紫膜的杨氏模量为(10依5) MPa，形变为
(1.0依0.5) nm，黏附力为(10依5) pN．
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与传统接触成像模式和轻敲成像模式相比，

AFM多参数成像模式在生物样本探测上具有独特
的优势．接触模式下，探针在样本表面施加的侧向

力会导致样本(特别是活性生物样本，如活细胞)表
面结构容易发生形变，降低了成像分辨率；轻敲模

式下，为了对柔软生物样本成像，需要采用小振幅

驱动以降低探针与样本之间的作用力，这将导致探

针对样本表面的刮擦，影响了成像质量[28]．多参数

成像模式的探针驱动频率远小于探针的共振频率，

显著降低了探针与样本之间的相互作用力，可以清

晰地对活细胞表面单个微绒毛结构进行成像[29]．此

外，接触模式和轻敲模式均基于悬臂梁弯曲量或振

动幅度进行检测，无法感知探针与样本之间相互作

用的动态过程．多参数成像模式通过记录力曲线可

以清晰地感知探针与样本之间的接触过程，如

图 1b中步骤 2～4即对应探针与样本之间的接触过
程，因而便于对样本准确施加外部刺激．近期，研

究人员将多参数成像 AFM与红外成像联合[30]，在

探针接触样本过程中施加红外激光脉冲，实现了对

样本红外特征和力学特征的同步探测，有助于对生

物样本的物理化学特征多维信息进行探测．

2 多参数成像 AFM探测细胞力学特性
肌动蛋白纤维的动态重组在调控细胞机械特性

方面起着重要作用．2015年，Eghiaian等[31]利用多

参数成像 AFM对活细胞中肌动蛋白皮层的结构、
机械特性及动态变化进行了观测．在 200 pN峰值
力下对 3T3成纤维活细胞进行扫描成像，揭示出
构成肌动蛋白皮层的 2种基本结构单元(纤维结构
和网络结构)．在不同类型的细胞中纤维结构和网
络结构以不同比例组合形成肌动蛋白皮层．AFM
多参数成像显示了肌动蛋白皮层结构动态变化(纤
维结构和网络结构之间相互转化)过程中细胞杨氏
模量的显著变化．Kronlage 等[32]联合 AFM与荧光
显微术，对牛主动脉内皮细胞进行的研究进一步发

现，细胞肌动蛋白皮层网络结构包括粗网格和细网

格两种组成单元．AFM连续扫描成像结果显示出
粗网格的运动及融合轨迹，而细网格则不断消失和

出现，揭示了肌动蛋白纤维的持续快速重组动态过

程．利用微丝骨架解聚剂(细胞松弛素)对细胞进行
处理后，发现肌动蛋白皮层结构显著减弱，而利用

微丝聚合剂对细胞进行处理后，发现肌动蛋白皮层

结构显著增强．Yoshida 等 [33]的研究也显示了肌

动蛋白纤维网络在活细胞上的快速重组，而 Zhang

等[34]的研究揭示出肌动蛋白皮层与囊泡相互作用调

控细胞膜生理行为．这些研究证明了 AFM直接对
活细胞内骨架蛋白组分结构及其机械特性进行精细

动态观测的能力[31-34]．

细胞机械特性对于癌症发生有着显著的指示意

义．2016年，Calzado-Martin等[35]利用多参数 AFM
直观显示了正常乳腺细胞和乳腺癌细胞在骨架蛋白

结构和细胞机械特性方面的显著差异(图 2a)．选取
3种细胞进行测试，分别是 MCF-10A正常乳腺细
胞、MCF-7 非侵袭型乳腺癌细胞和 MDA-MB-231
侵袭型乳腺癌细胞．基于多参数 AFM成像同时获
取这 3种细胞的形貌图和杨氏模量图．结果表明，
MCF-10A正常乳腺细胞骨架蛋白呈现纤维状结构，
且细胞杨氏模量较大(80～200 kPa)，而乳腺癌细胞
(MCF-7 和 MDA-MB-231)的骨架蛋白则无明显的
特征，且杨氏模量明显较小(10～30 kPa)．对细胞
的肌动蛋白微丝进行荧光染色的结果显示，

MCF-10A正常乳腺细胞中肌动蛋白微丝的含量明
显高于乳腺癌细胞(MCF-7 和 MDA-MB-231)中肌
动蛋白微丝的含量，导致正常细胞和癌细胞之间机

械特性的显著差异．癌细胞与正常细胞不仅杨氏模

量有显著差异，其黏弹特性也存在着明显的不同[36].
我们课题组利用 AFM 定量测量了 MCF-10A 正常
乳腺细胞和 MCF-7 乳腺癌细胞的松弛时间 [37]．利

用二阶 Maxwell弹簧 -黏壶模型[38]对获取的力时间

曲线进行拟合提取得到细胞松弛时间，发现

MCF-7细胞的松弛时间显著小于MCF-10A的松弛
时间．进一步研究了不同测量参数情况下细胞松弛

时间的响应．通过在不同探针加载速度下对细胞松

弛时间测量，发现与癌细胞相比，正常细胞的松弛

时间对 AFM探针加载速度变化更为敏感[39]，表明

了癌细胞和正常细胞之间黏弹特性的差异．

微生物细胞生理活动过程通常程伴随着细胞力

学特性的动态变化．2016年，Formosa-Dague等[40]

利用多参数 AFM研究了金黄色葡萄球菌的生物膜
形成机制．金黄色葡萄球菌是一类可引起人类感染

(特别是手术部位感染[41])的重要病原菌．金黄色葡
萄球菌的致病过程通常与其形成生物膜的能力有

关．细菌首先黏附到表面(如静脉导管、假关节)随
后聚集生长形成生物膜．AFM多参数成像清晰地
显示了 Zn2+对金黄色葡萄球菌表面结构和力学特

性的影响．没有 Zn2+存在的时候，细菌表面起伏

不平(500伊500 nm2区域粗糙度为(2.5依1.0) nm)，杨
氏模量较小((495依272) kPa)且黏附能力很微弱；而
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3 多参数成像 AFM探测分子力学特性
多参数成像 AFM为同步研究天然状态下膜蛋

白分子结构和力学特性提供了新的方法．2011年，
Rico等[45]利用多参数成像 AFM对嗜盐细菌紫膜进
行了研究．将紫膜吸附到剥去表层的云母片上，并

在缓冲液 (10 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L KCl，
pH 7.4)中进行多参数成像扫描．大范围扫描成像显
示了紫膜层和细胞膜脂质层．脂质层的厚度为

(2.8依0.2) nm，而紫膜的厚度为(6.4依0.2) nm．形貌
图显示了紫膜上的视紫红质蛋白分子的六角形晶格

结构特征．弹性图显示脂质层的硬度((61依4) pN/nm)
略微小于紫膜硬度 ((79 依8) pN/nm)．2014 年，
Pfreundschuh 等 [46]结合多参数成像 AFM 和功能化
探针对膜蛋白分子进行了研究．将纺锤体组装异常

蛋白(SAS)吸附到云母表面，利用功能化探针(针尖
表面连有可特异性结合 SAS表面组氨酸位点)进行
多参数扫描成像．AFM形貌图显示出 SAS低聚体
组装形成的车轮状形貌结构，而黏附图则显示了

SAS与探针之间的特异性结合相互作用(特异性作
用力范围 100～200 pN)．使用普通探针则只能探测
到分子间非特异性相互作用(非特异性作用力范围
50～80 pN)．通过将两种化学功能团分子修饰到
AFM探针，在多参数成像模式下，可以实现对膜
蛋白分子不同结合位点的同时探测 [47]．AFM形貌
图显示了吸附到云母表面的人蛋白酶激活受体

(PAR)分子，而黏附图则显示了 PAR上两个不同结
合位点的特异性分子间相互作用．

利用多参数成像 AFM可以对细胞表面膜蛋白
分子进行快速识别与定量分析．基于 AFM多参数

Fig. 2 Detecting the mechanical dynamics during cellular physiological processes by multiparametric imaging AFM
图 2 多参数成像 AFM探测细胞生理活动过程中力学特性变化

(a)多参数成像 AFM探测正常乳腺细胞和乳腺癌细胞杨氏模量的差异[35].乳腺癌细胞杨氏模量显著小于正常乳腺细胞杨氏模量. (b)多参数成

像 AFM探测噬菌体感染细菌过程[42].

在加入 Zn2+后，细菌表面变得光滑(500伊500 nm2区

域粗糙度为 (0.4 依0.1) nm)，杨氏模量增加 1 倍
((1092依377) kPa)且黏附能力显著增强，直观揭示
了细菌结构与力学特性之间的关联．2013 年，
Alsteens 等 [42]利用多参数 AFM研究了噬菌体感染
细菌的过程(图 2b)．通过对噬菌体进行组氨酸标
记，并将探针进行功能化以特异性识别组氨酸，实

现了对噬菌体侵染细菌过程中的形貌图、杨氏模量

图和黏附图的同时获取．黏附图显示了噬菌体的分

布，而同步获取的杨氏模量图和形貌图则显示了噬

菌体主要分布在细菌较软局部区域内，加深了对噬

菌体侵染细菌过程的认识．此外，研究人员还利用

AFM多参数成像揭示了细菌黏附[43]和细菌膨胀[44]等

生理过程中细胞表面精细结构及力学特性变化，从

细胞物理特性方面为微生物细胞生理活动行为提供

了新的认识．

(a) (b)
MDA-MB-231MCF-7MCF-10A

5 滋m 5 滋m 5 滋m

20 滋m 20 滋m 20滋m 杨氏模量图

杨氏模量图

黏附力图

黏附力图

放大 #2

放大 #1

2 滋m 300 nm

150 nm

150 nm

0

20 MPa
350 pN

0
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Fig. 3 Detecting the molecular mechanics by multiparametric imaging AFM
图 3 多参数成像 AFM探测分子力学特性

(a)云母表面吸附的亲和素蛋白质分子与探针表面修饰的生物素分子特异性相互作用[48]. (b)淋巴瘤 Raji细胞表面 CD20抗原与探针表面修饰的

rituximab特异性相互作用识别[48]. (c)临床淋巴瘤患者癌细胞表面 CD20抗原的分布及定量聚类分析[48]. (d)病毒分子与细胞表面受体分子之间

的特异性相互作用[51].

成像技术，2016年我们课题组对淋巴瘤细胞表面
CD20靶点蛋白进行了探测[48](图 3)．首先对云母表
面吸附的纯化蛋白质分子进行实验．将亲和素分子

吸附到云母表面，利用修饰有生物素的探针在 PBS
溶液中进行扫描多参数成像．AFM形貌图可以清
晰地看到云母表面的单个亲和素分子(图 3a 中箭
头)．AFM黏附图则清晰地显示了生物素 -亲和素
之间的分子特异性识别信息(图 3a中椭圆)．进一
步在特异性识别点上获取的力曲线上呈现特异性突

变峰，证明了特异性分子间相互作用．随后将

rituximab抗体修饰到 AFM针尖对淋巴瘤 Raji细胞
表面的 CD20 分子进行探测．Rituximab 是一种抗
CD20单抗，用于治疗非霍奇金 B细胞淋巴瘤[49]．

Rituximab 与淋巴瘤细胞表面的 CD20 结合后通过
三种机制杀灭瘤细胞，分别是直接诱导细胞凋亡

(PCD)，补体系统依赖的细胞毒作用(CDC)和抗体
依赖细胞介导的细胞毒作用(ADCC)[21, 50]．AFM黏
附图显示了 Raji细胞表面 CD20分子的分布(图 3b).
对识别区域获取的力曲线上成像特异性突变峰也证

明了识别区域的特异性分子间相互作用．进一步对

临床淋巴瘤患者骨髓中的原代淋巴瘤细胞进行了探

测．图 3c显示了原代淋巴瘤细胞形貌和黏附图的
叠加，图中天蓝色像素指示了 CD20在细胞表面的
分布情况． 通过对黏附图进行图像处理与统计分

析，发现 CD20在淋巴瘤细胞表面的聚类区域集中
在 100～ 3 000 nm2，为定量研究纳米尺度下细胞表

面蛋白质分子的空间分布提供了新的方法．

多参数成像 AFM为研究病毒分子生理活动行
为提供了新的方法．2017年，Alsteens等[51]利用多

参数成像 AFM 对病毒分子与 MDCK 细胞之间相
互作用过程的力学特性进行了观测．病毒分子通过

扩散作用与细胞接触，随后病毒分子通过与细胞表

面的 TVA受体分子结合而进入细胞内部(图 3d)．
通过聚乙二醇(PEG)长链分子将病毒分子连接到
AFM针尖表面，利用修饰有病毒的探针在多参数
成像模式下对活细胞进行扫描．通过对 TVA受体
进行荧光标记识别出表达有 TVA 受体分子的细
胞．AFM 形貌图显示了细胞表面的微绒毛结构，
而黏附图则显示了病毒分子与细胞表面 TVA受体
分子之间的特异性相互作用．表达有 TVA受体的

(a)

(b)

(d)

(c)
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细胞黏附图上有明显的力信息(#1 和 #2)，而未表
达 TVA受体的细胞黏附图上则没有力信息(#3)．
进一步对多参数成像过程中获取的力曲线进行分析

发现单个病毒分子可以和细胞表面 1个、2个或 3
个 TVA受体分子结合，表明了病毒分子与细胞之
间相互作用的多样性．当 AFM 探针加载速度从
104 pN/s增加到 3伊106 pN/s时，单个病毒与细胞表
面 TVA 受体分子之间的作用力从 50 pN 增加为
500 pN．利用 Bell-Evans 模型 [52]对 AFM 力探测结
果进行拟合得到单个病毒分子与 1个、2个和 3个
TVA 受体分子之间的解离常数(koff)分别为 (20.5依
6.7) s-1、(5.0依3.8) s-1和(4.2依1.5) s-1．解离常数随着

病毒结合受体分子对的增加而显著下降，表明病毒

分子通过与细胞表面多个受体分子形成化学键来便

于其稳固停留在细胞表面．

4 总结与展望

近年来，多参数成像 AFM的出现为探测细胞
及分子力学特性提供了新的技术方法[53]，有助于在

微纳尺度原位直观研究生物结构、力学特性及生理

功能三者之间的关联，为细胞 /分子生理活动及疾
病机理(如癌症[35]、微生物感染[40]、免疫治疗[48]、病

毒侵袭[51]等)带来了大量新的认识，促进了细胞和
分子生物学的发展．然而，多参数成像 AFM应用
于细胞分子生物学研究时仍存在很多问题有待解决.

首先成像扫描速度和适用范围有待提高．目前

利用多参数成像 AFM对活细胞进行高分辨率扫描
时，典型扫描频率和扫描线分别为 0.125 Hz和 256
条 [51]，意味着获取一幅图像需要至少 30 min，这
种成像速度远远大于细胞内分子活动所需的时间

(细胞外基质信号传递到细胞内部所需时间约为
1 ms [54])，难以在更小时间尺度对细胞实时动态生
理活动进行观测．虽然近年来出现了商用快速扫描

AFM[55]，但快速扫描 AFM主要适用于平坦坚硬的
样本，如云母表面吸附的生物分子[56-57]、微生物细

胞[58-59]等．对活细胞的快速扫描 AFM成像时间为
2～5 s [60]，距离细胞生理活动反应时间仍有巨大差

距．怎样借鉴快速扫描技术提高多参数成像 AFM
的扫描速度已成为迫切需要解决的问题，这对于实

时研究细胞分子生理活动动态过程中的结构及力学

特性协同变化具有重要意义．此外，目前多参数成

像 AFM细胞研究主要集中在微生物细胞[40, 42]以及

少数几种动物贴壁细胞[35, 51]．微生物细胞尺寸小且

表面坚硬，而动物贴壁细胞可在基底表面延展生长

成为扁长形状，这些细胞特性便于进行多参数成像

AFM观测．动物悬浮细胞尺寸大，表面柔软且不
能在样本表面延展生长，导致目前对动物悬浮细胞

进行的多参数成像 AFM观测还需要对细胞进行化
学固定而影响细胞活性[48]，直接对活体状态的动物

悬浮细胞的多参数成像 AFM研究尚未见报道．为
了对动物悬浮活细胞进行观测，需要发展可对柔软

细胞膜的运动进行有效抑制 [61]的方法(如微柱阵列
固定[14])．

其次探测细胞表面特定生物分子仍然具有挑战

性．多参数成像模式下，为了探测细胞表面特定蛋

白质分子，需要在探针表面进行功能化修饰，如

将能与细胞表面特定分子结合的抗体连接到针尖表

面[62]．在对探针进行功能化时，需要化学合成特殊

连接分子，如利用 acetal-PEG-NHS分子可将未经
处理的抗体分子连接到氮化硅针尖[63]．然而需要指

出的是目前的探针功能化流程复杂费力，且合成连

接分子需要很多化学专业知识[64]，这给很多非化学

类实验室带来困难．因而为了使 AFM单分子探测
更进一步广泛应用、吸引更多科研人员注意，还需

要简单易用的探针功能化流程．在利用功能化探针

探测活细胞时，溶液中的生物分子以及细胞表面的

生物分子可能会与探针表面抗体分子结合从而使功

能化探针污染[19]，导致实验效率低下．目前对于功

能化探针在 AFM实验过程中的活性情况还缺少实
时检测手段，这将可能给实验结果的解释及检测结

果带来困扰．为了得到具有统计学意义的结果需要

对大量细胞进行测试[65]，使得 AFM单分子实验探
测往往十分耗时．此外，多参数成像 AFM在对细
胞表面进行扫描过程中根据探针与细胞之间的黏附

力的大小来生成黏附力图，而没有考虑黏附力峰的

形状(在利用基于 PEG长链分子的功能化探针进行
分子力测试时，特异性分子间相互作用力峰的形状

具有非线性特征)[66-67]，因而难以分辨出特异性分子

间相互作用力和非特异性分子间相互作用力．

再次是目前多参数成像 AFM探测的生物信息
较为有限．利用多参数成像 AFM进行的研究集中
在细胞表面超微结构(如细胞骨架 [35]、细胞膜微绒

毛[51])．这是因为 AFM本质是一种表面探测仪器，
无法探测细胞内部结构．分离出细胞内部细胞器

(如线粒体[68]、细胞核[69]等)，对其开展多参数成像
AFM探测研究将有助于认识细胞器结构及其力学
特性．多参数成像 AFM的独特之处是可以直接对
活体状态的生物样本的结构及力学特性进行同时探
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测，这使得可以对已经进行了 AFM探测的细胞进
行后续生化实验检测(如癌细胞侵袭实验)[70]以分析

细胞的生物学功能，这对于研究生物结构、力学特

性及生理功能之间的直接联系具有重要意义，但目

前将多参数成像 AFM与生化分析手段进行联用以
对细胞进行在线探测的研究还很缺乏．由于生命系

统活动的高度复杂性[17]，将多参数成像 AFM与互
补技术(如荧光显微术[51, 71-72])联用有助于从多个角度
更好地理解细胞生理活动．总之，作为一种新的技

术方法，多参数成像 AFM为研究微纳尺度下细胞
及分子力学特性提供了新的可能，随着科研人员利

用多参数成像 AFM研究更多生物医学实际问题，
将有望给细胞分子生物学及相关疾病内在机理带来

更多新的认识．
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Abstract The advent of atomic force microscopy (AFM) provides a powerful tool for probing the physical
properties of native biological samples with unprecedented spatiotemporal resolution at the micro/nanoscale,
significantly complementing traditional biochemical assays. In recent years, multiparametric imaging AFM, which
is able to simultaneously obtain the topographical features and multiple mechanical properties (e.g., Young’s
modulus, adhesion, and deformation) of biological samples, emerges as a new method for investigating the
correlations between structure, mechanics and functions of biological systems. The biomedical applications of
multiparametric imaging AFM have yielded considerable novel insights into cellular/molecular activities and the
underlying mechanisms guiding pathological processes. In this paper, based on our own research in single-cell
detection using AFM, the principle of multiparametric imaging AFM is presented and the progress in utilizing
multiparametric imaging AFM to probe cellular and molecular mechanics is summarized. The challenges and
future directions are also discussed.

Key words atomic force microscopy, multiparametric imaging, mechanics, cells, molecules
DOI: 10.16476/j.pibb.2018.0125

* This work was supported by grants from The National Natural Science Foundation of China (61503372, 61522312, U1613220, 61433017, 91748212),

the Youth Innovation Promotion Association CAS (2017243) and CAS FEA International Partnership Program for Creative Research Teams.

**Corresponding author.

LI Mi. Tel: 86-24-23970540. E-mail: limi@sia.cn

LIU Lian-Qing. Tel: 86-24-23970181. E-mail: lqliu@sia.cn

Received: April 22, 2018 Accepted: June 20, 2018

cells. Semin Cell Dev Biol, 2018, 73: 45-56

[63] Wildling L, Unterauer B, Zhu R, et al. Linking of sensor molecules

with amino groups to amino-functionalized AFM tips.

Bioconjugate Chem, 2011, 22(6): 1239-1248

[64] Shi Y, Cai M, Zhou L, et al. The structure and function of cell

membranes studied by atomic force microscopy. Semin Cell Dev

Biol, 2018, 73: 31-44

[65]姜博,汤孝妍,宋宇,等. AFM单分子力谱在真实材料及生物体

系中的应用 -挑战与机遇并存.中国科学:化学, 2013, 43(12):

1780-1797

Jiang B, Tang X Y, Song Y, et al. Sci Sin Chim, 2013, 43 (12):

1780-1797

[66] Puntheeranurak T, Neundlinger I, Kinne R K, et al. Single-molecule

recognition force spectroscopy of transmembrane transporters on

living cells. Nat Protoc, 2011, 6(9): 1443-1452

[67] Beaussart A, Abellan-Flos M, El-Kirat-Chatel S, et al. Force

nanoscopy as a versatile platform for quantifying the activity of

antiadhesion compounds targeting bacterial pathogens. Nano Lett,

2016, 16(2): 1299-1307

[68] Tian Y, Li J, Cai M, et al. High resolution imaging of mitochondrial

membranes by in situ atomic force microscopy. RSC Adv, 2013,

3(3): 708-712

[69] Sakiyama Y, Mazur A, Kapinos L E, et al. Spatiotemporal

dynamics of the nuclear pore complex transport barrier resolved by

high-speed atomic force microscopy. Nat Nanotechnol, 2016,

11(8): 719-723

[70] Yu W, Sharma S, Gimzewski J K, et al. Nanocytology as a potential

biomarker for cancer. Biomark Med, 2017, 11(3): 213-216

[71] Cascione M, de Matteis V, Rinaldi R, et al. Atomic force

microscopy combined with optical microscopy for cells

investigation. Microsc Res Tech, 2017, 80(1): 109-123

[72] Moores A N, Cadby A J. Simultaneous AFM and fluorescence

imaging: a method for aligning an AFM-tip with an excitation beam

using a 2D galvanometer. Rev Sci Instrum, 2018, 89(2): 023708

1114· ·

mailto:E-mail:limi@sia.cn
mailto:E-mail:lqliu@sia.cn

