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摘要 原子力显微镜( AFM) 是以原子级别的高分辨为特征

的新型探针显微镜，其原理是利用微悬臂尖细探针与受测样

品原子之间的作用力进行检测，具有原子级的分辨率，能够

精确、快捷地实现在细胞及分子水平上的生物体系观察，自

问世以来已迅速地在生物医疗领域的各方面得到广泛应用。

该文通过对近年来国内外相关论文的广泛阅读并分析，以实

验环境的选择、细胞与亚细胞结构检测的特性和 AFM 衍生

技术的应用进展为方向展开了总结和探讨，为以 AFM 技术

应用动态监测细胞及细菌、病毒生理活动的研究提供一些思

路和有益参考。
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原子力显微镜 ( atomic force microscope，AFM)
是一种具有原子级别高分辨率的新型探针显微镜。
与一般的扫描电子显微镜相比，AFM 分辨率更高
( 横向扫描分辨率达 0. 1 ～ 0. 2 nm，纵向扫描分辨率
达 0. 01 nm) 、使用的工作环境更宽松( 同时可在真
空、大气和液体环境中作业) 。并且，通过 AFM 进
行检测的标本不需要进行蜡块包埋和固定处理，这
对于在缓冲液或空气环境进行细胞、微生物及亚细
胞结构的动态研究具有条件优势［1］。其自 1986 年
被发明以来迅速地运用于生物医学领域，并已成为
领域内重要的观察、研究工具，多用于 DNA 的分子
构象、蛋白质和 DNA分子动态行为的研究以及活细
胞表面及亚细胞结构形貌变化的观察［2］，其工作原
理［3］。该文搜集中外近年来 AFM 运用于细胞及亚
细胞结构研究的成果，展开分析和总结，作一综述。

1 样本处理和实验环境的选择

在记录活细胞机械特性和其生物活动的实验
中，需要在无菌条件下进行，可避免水分蒸发，保持
培养基温度和气体的稳定性，从而避免 AFM扫描陶
管的热漂移现象。David et al［4］通过微扰实验将质
量波动、ATP合成和水运输等细胞过程联系起来，研
究显示 AFM需在无菌条件下记录细胞活动，记录细
胞质量的变化。Willner et al［5］在应用 AFM 技术对
DNA进行研究时，表明 DNA 的制备需要在液体环
境中进行，同时在温度范围为 15 ～ 85 ℃的环境中进
行单链 DNA混合，并且发现整合的标记物片段需经
AFM确认，因此，最终在液态环境中应用 AFM 技术
对 DNA 片段进行检测，并记录了运动轨迹，从而得
到 DNA在纳米尺度中的折纸运动情况。Casuso et
al［6］为了确定膜蛋白的相互作用及作用途径，应用
AFM对细胞运动中的膜蛋白进行表征时，其实验环
境为 PBS。

上述研究表明，亚细胞结构可以在液体环境中
进行各项生理活动，同时针对探针对亚细胞结构的
研究，需要在液体环境中制备样本，并且通过在培养
液中加入不同的引物、反应物和酶等模拟细胞生活
环境，从而更容易得到真实状态下亚细胞结构的生
物反应。因此，相较于其他检测方法，在液态环境中
应用 AFM技术对标本进行检测具有更大的优越性。
应用原子力显微镜对细胞及亚细胞结构进行检测
时，通常选用金刚石类探针，但此类探针细小且易损
伤细胞，在实验过程中可以通过环氧树脂胶水将微
球黏于无针尖探针，从而获得微球胶体探针，实验可
以根据检测物的特性对胶体探针进行针对性加
工［7］。综上表明，应用该方法对活细胞进行实验
时，可以降低探针对细胞的损伤，但现有研究无法证
明此类探针对亚细胞结构的影响是否达到预期效
果。

2 应用 AFM对细胞及亚细胞的研究成果

2． 1 AFM针对细胞的研究进展 AFM 不仅能够
提供超光学极限的细胞结构图像，还能够探测细胞
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的微机械特性，同时利用 AFM研究细胞很少用样品
预处理，尤其能够在近生理条件下对之进行研究。
利用 AFM 还能够对固定的活细胞和亚细胞结构进
行深入研究，这些研究获得了有关细胞器的构造、细
胞膜和细胞骨架等更详细的信息，同时将细胞固定
在基底上再进行 AFM 观察，还可以得到层状脂肪
物、微端丝和微绒毛等特征［8］。见图 1。

应用 AFM对人牙周膜成纤维细胞( hPDLFs) 进
行检测，刘玉乔 等［9］研究表明微丝贯穿细胞长轴并
与应力纤维平行，起压力作用，牙周膜细胞 ( hP-
DLCs) 波形丝蛋白阳性，角蛋白染色阴性。在进行
妇科相关肿瘤检测时，高洪菲 等［10］对卵巢癌细胞
及宫颈基底细胞的检测应用了 AFM技术，其可对细
胞机械结构及形态学进行检测，印证生物结构与生
物学特性的相关性，并且通过实验表明，人卵巢癌肿
瘤细胞存在细胞核明显增大、细胞轮廓突出和细胞
两端存在类吸盘样结构等特点，并且宫颈鳞癌细胞
核常为裸核，细胞质平均高度为 2 μm。由于微丝参
与机械力引起的多种生理活动，然而微丝是否参与
相邻细胞间自噬信号的传递还不清楚，刘林［8］利用
AFM的高分辨成像和精准控制力优势，观察了微绒
毛和微绒毛簇的动态变化。
2． 2 AFM 对亚细胞结构的研究 在亚细胞结构
中，细胞核的结构最复杂，这是因为其内蕴含了大量
的生物遗传物质，其中 DNA染色质的暴露和遮盖对
基因的表达和调控产生很大的影响，并且可以通过
AFM观察到 DNA 在纳米层面上的折纸运动、离子
调控下 DNA 亚型的互相转换及四联体的形成过
程［11］( 图 2) 。核小体是染色质的基本结构单位，利

用 AFM分析核小体的列阵及分子动力学，可以获得
单个分子染色质纤维上核小体动力学的直观图像，
同时可以观察到核小体核心粒子的滑动过程和组蛋
白粒子的解离过程，其中组蛋白的解离存在两种方
式，即组蛋白八聚体解离和四聚体的顺序解离，而核
心粒子的滑动则是在 DNA 链中以 50 nm 范围波
动［12］。Murat et al［13］通过实验表明了平板内核小
体的定向不规则性，并且在相邻层间的核小体存在
相互交错时，在 TEM下观察到利用块状染色质存在
有组织的多层板状结构，同时发现在 5 种不同中期
染色体中观察到核小体的 DNA结果一致。

图 1 细胞表面微绒毛变化
A:对照组; B:流体剪切力作用; C: 免疫荧光电镜对细胞葡糖转

运蛋白多糖的定位

图 2 DNA分子折纸上的轨道运动
A: DNA分子折纸轨迹示意图; B: AFM捕捉到了 DNA分子折纸运动
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图 3 用单细胞力谱测量 Ｒaji细胞与 rituximab涂层衬底间的黏附力
A:控制单细胞探针在利妥昔单抗涂层衬底上进行接近 －驻留 －收缩运动的光学图像; B:测量过程中记录的代表力 －距离曲线

以上研究解释了染色体的条带和拉伸染色体后
观察到条带分裂的原因。G-四链体作为端粒中高度
稳定的二级结构决定了端粒的稳定性和活性，可以应
用 AFM 对端粒活性及 G 四链体的稳定性进行评
定［14］。同时 AFM也可以对细胞膜及其他亚细胞结
构的机械学、形态学特点进行捕捉和分析。通过
AFM记录表明，在单细胞运动过程时，许多原代病毒
粒子吸附于细胞表面而不进入细胞内部，子代病毒通
过细胞内双膜中间体释放病毒的机制感染细胞，并与
细胞膜融合，排出病毒，Ｒuan et al［15］通过实验表明，
膜畸变只与加载力有关而不随着时间发生改变。程
洁［16］在小鼠诺如病毒( MNV) 感染细胞试验中通过
MNV-1感染甲基化-b-环糊精和动态蛋白，以检验感
染是否被抑制，从而证明了细胞膜结构域中脂筏是该
病毒的入口。细胞膜转运蛋白在局部细胞的生命活
动中起到了决定性作用，以神经纤维为例，谷氨酸转
运蛋白是神经传导的基础，类蛋白转运物在与细胞膜
结合的过程中膜升高1. 8 nm，从形态学及机械学改变
上证实了转运蛋白和细胞膜间的作用［17］，应用 AFM
可以检测某些生物大分子的生理作用，还能够观察到
凝血因子 VIII与磷脂膜的相互作用，记录钙离子改变
结构域的过程［18］。Yang et al［19］在对亚细胞结构进
行检测时，观察了微绒毛结构变化产生的影响，发现
微绒毛可以影响细胞对 FITC-葡聚糖的吸收能力，并
且可以通过改变外部环境诱导微绒毛形成，从而引起
葡聚糖吸收增多的现象发生。

综上所述，由于细胞核中包含了大量的遗传物
质，将 AFM 技术应用于亚细胞机构的检测，可以观
察到细胞核内 DNA的运动，为基因的表达和调控提
供技术指导。

3 应用 AFM 衍生技术研究细胞及亚细胞结构的
进展

近年来，随着 AFM 在生物学领域的广泛应用，

越来越多的原子力显微镜衍生技术应运而生。原子
力单分子力谱技术 ( AFM-SMFS ) 是指对回退曲线
( 力 －扫描管位置变化曲线) 进行分析，从而得到各
类分子物理学特性的力学分析方法，利用该技术不
仅可以探测分子内部力学变化，还可以对生物大分
子的作用进行研究。Islam et al［20］研究表明 AFM-
SMFS可供小分子配体进行强度筛选，并且选择性
作用于 G四联体结构的小分子配体，改变了分子构
象，为开发新型药物奠定基础，同时有望在未来开发
有效的新型抗癌药物。

将细胞附着在 AFM探针的悬臂上，然后使用细
胞探针直接接触细胞，测定探针与底物 ( 生物材料
或细胞) 之间的黏附作用，这种方法称为单细胞力
谱( AFM-SCFS) ［21］。单细胞力谱可以对细胞表面受
体 －配体间的相互作用进行检测，并且可以测定淋
巴瘤细胞( Ｒaji细胞) 与利妥昔单抗之间的黏附力，
党丹 等［22］研究表明在一定浓度范围内，随着利妥
昔单抗浓度增加，二者之间黏附力也随之增加，并且
当浓度超过 60 mg /L时，黏附力基本保持不变，同时
研究表明该实验可对 Ｒaji 细胞间的黏附力进行量
化( 图 3) ［22］。AFM-SCFS广泛应用于细胞表面的受
体 －配体间的相互作用，应用 AFM-SCFS 已经检测
了膀胱癌细胞与内皮细胞 CAM-1 之间的黏附作用，
同时发现通过增加底物表面积可以提高 AFM 单细
胞黏附测量的当量［23］。

快速原子力显微镜 ( HS-AFM) 是指短时间 ( 通
常为 100 ms) 记录细胞的活动过程，该技术已经成
功记录了 DNA变构重组、酶作用下的分子马达运动
和细胞膜部分生理活动等细胞活动［24 － 25］。HS-AFM
形成图像的准确性与测量面积本身无关，其取决于
微悬臂探针有效带宽所对应的速度，只要保持扫描
速度小于带宽速度，就可以保证所记录微结构表面
的真实性。AFM可与表面增强拉曼光谱联合应用，
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目前已经对某些蛋白酶结构和细胞膜结构域的作用
机制进行了深入研究，同时还可利用纳米机器人对
AFM图像进行分割处理［26 － 27］。

4 总结

AFM是一种具有原子级别高分辨的新型探针
显微镜，作为一项新兴技术，目前已经成功用于检测
微观粒子的物理特性，并且已经广泛应用于医疗领
域。将原子力显微镜应用于研究细胞及亚细胞结
构，可以从细胞结构、细胞活动过程到 DNA 的复制
折叠等各个方面进行深入研究。研究表明应该及时
针对样本的生物学特性选择适合的研究环境，并且
对细胞和亚细胞结构进行微观探究，使得对生命活
动有了更深刻的认识。AFM 衍生技术可以对蛋白
结构进行构型设计和改造，有望在未来得到针对性
极强的新型抗癌药物。

随着科学技术的发展，AFM 可以针对不同实验
目的调整实验环境，对标本进行不同处理，并根据需
要人为创造具有针对性的生物活性物质，在未来
AFM将成为动态监测细胞活动、亚细胞结构动态变
化和病毒细菌生理活动的主导者。
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