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摘 　要 　原子力显微镜 (AFM)是近十几年来表面成像技术中最重要的进展之一。它具有

非常高的分辨率。本文将阐述原子力显微镜的工作原理 ,分析原子力显微镜在生物医学

中的应用现状 ,包括生物医学样品的表面形貌观测 ,在液体中的观测 ,生物分子之间力谱

曲线的观测 ,以及生物医学样品制备技术等。
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前言

原子力显微镜 (Atomic Force Microscopy ,简称

AFM ) 1 是近十几年来表面成像技术中最重要的进

展之一。其原理是将针尖制作在一个对微弱力极敏

感的 V 字形的微悬臂上 ,微悬臂的另 —端固定住 ,

使针尖趋近样品表面并与表面轻轻接触 ,由于针尖

尖端原子与样品表面原子之间存在着微弱的排斥

力 ,当针尖进行扫描时 ,可通过反馈系统控制压电陶

瓷管伸缩来保持原子间的作用力恒定 ,带有针尖的

微悬臂将随着样品表面的起伏而颤动 ,利用激光束

偏转和光学检测方法得到样品表面形貌的信息。

AFM 有两种工作模式 :恒高模式 (保持样品和探针

间的距离不变 ,测量每一点作用力的大小)和恒力模

式 (保持样品和探针间作用力不变 ,测量每一点高度

的变化) 。这两种模式都可以得到与表面形貌有关

的丰富信息 ,经过计算机采集、处理 ,并成像。

与传统的扫描电子显微镜相比 ,AFM 它具有非

常高的横向分辨率和纵向分辨率 ,其中横向分辨率

可达到 011～012nm ,纵向分辨率高达 0101nm ,这是

扫描电子显微镜很难达到的。AFM 具有很宽的工

作范围。可以在诸如真空、大气和各种液体环境中

使用 ,还可以在低温环境进行研究 ,观测的生物医学

样品可以从单个分子到整个细胞。AFM 还可以在

分子水平上进行力谱曲线的检测 ,研究其结构和功

能的关系 ,这在生物医学研究中具有重要的意义2。

当然 ,原子力显微镜在生物医学应用中也存在一定

的局限性和困难。譬如在生理条件下对活细胞进行

成像观察时 ,存在各种影响因素。如针尖与细胞表

面的非特异性相互作用情况确定、AFM 悬臂最佳弹

性系数的选择、如何增加细胞表面韧性、观察培养液

的选择、基底的处理、扫描频率的确定、污染后针尖

的清洗等诸多问题 ,都必须提供相应的解决方案。

1 　原子力显微镜在生物医学中的主要应用

　　1987 年 ,世界上成功地推出第一台商业化的扫

描隧道显微镜 (STM) 。大约过了两年 ,又推出第一

台商业化的原子力显微镜 (AFM) 。它们也可统称为

扫描探针显微镜 (SPM) 。SPM 是继光学显微镜和电

子显微镜之后的第三代显微镜。这是一类以物理学

为基础 ,集多种现代科技为一体的新型表面分析仪

器。它们的共同特点是能对以前无法观察到的材料

表面 (包括非生物材料和生物材料)纳米尺度的结构

和性能进行成像和探索研究。原子力显微镜有接触

式 (CONTACT MODE) 和轻敲式 ( TAPPING MODE) 两

种工作方式。其中轻敲式工作方式比较适合生物医

学样品。目前 ,各大公司所销售的原子力显微镜 ,一

般都配置有扫描隧道显微镜的功能3。

21 世纪将是生命科学的世纪。当今生命科学

已经从描述性、实验性科学向定量科学过渡。研究

的焦点是生物大分子4 ,尤其是蛋白质和核酸的结构

与功能的关系。纳米生物学是指在纳米尺度上研究

生物的反应 ,包括修复、复制、调控方面的生物过程 ,

以及对分子的操纵和改性为目的分子生物工程。由

于可在大气或液体的自然状态直接对生物医学样品

进行成像 ,分辨率又比较高 ,AFM 已成为研究普通

生物医学样品及生物大分子的理想工具之一。主要

应用包括生物细胞的表面形态观测 ,生物大分子的

结构及其它性质的观测研究和生物分子之间力谱曲

线的观测等。
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2 　原子力显微镜对生物细胞表面形态观测

　　一般认为 ,AFM 能够在自然环境中直接观测生

物样品的表面结构 ,而且避免复杂的制备过程 ,以及

电子束辐射所带来的样品损伤。但实际情况并非完

全如此。AFM对生物医学样品制备 ,同样也有一定

的要求。包括 :表面平整 ,高度起伏 ñ 10～20μm ;表

面有一定的硬度 ;基底面平滑 , 如用新鲜解离的云

母片等 ;对于较大的颗粒、细胞 ,可用盖玻片、塑料片

等 ;样品在基底表面要求相对均匀、分散等。客观地

讲 ,相对于电镜复杂的生物样品制备过程来说 ,原子

力显微镜的生物样品制备过程要简单一些。但遗憾

的是 ,没有一种普遍适用的方法 ,能够解决原子力显

微镜所有的生物医学样品的制备问题。因此 ,一般

情况下 ,都需要科研人员自己动手制备符合 AFM 技

术要求的样品 ,以获得满意的观察效果。

游离细胞样品制备过程大致步骤如下 :首先提

取细胞 ,215 %戊二醛固定 ;同时制备新鲜解离的云

母片 ,用双面胶固定于基底表面 ;然后将固定细胞滴

加于云母表面 ,用氮气吹干并展平 ;最后用接触式或

轻敲式进行细胞的表面形态观测。

活的培养细胞样品制备过程大致步骤如下 :事

先将培养皿或盖玻片用多聚赖氨酸进行处理 ,然后

将细胞培养于培养皿或盖玻片上 ,检查前将培养皿

或盖玻片制成小于 1 ×1 cm 的小片 ;将指甲油滴加

于AFM液体池底部 ,小片的无细胞面沾到指甲油

上 ,而小片的有细胞面上滴加培养液 ;待指甲油干

后 ,液体池中充入培养液 ,置于 AFM 的扫描器上 ,即

可进行细胞表面形态的成像观测。AFM 对活体细

胞的成像效果还很不理想 ,这主要是因为细胞膜表

面比较柔软 ,与基底的固定较弱 ,探针的压力会使探

针和细胞表面的接触面积大大增加 ,从而损伤细胞

或造成细胞的漂移。

O’Reilly 等5 利用 AFM 对一定数量的血红细胞

表面形态及三维结构进行了观测和图像分析 ,从而

得出细胞的厚度、宽度、表面积以及体积等量化参

数。对于活细胞 ,也可以在 AFM的液体池中进行动

态的观察。通过液体池的进液孔可随时注入不同的

化合物溶液 ,改变活细胞的液体环境 (如离子浓度、

pH值、温度、湿度等) 进行动态的观测。Jena 等6 利

用 AFM对感染病毒后细胞表面形态的改变、造骨细

胞在加入底物 (钴铬、钛、钛钒等)后细胞形态和细胞

弹性的变化、GTP 对胰腺外分泌细胞囊泡高度的影

响进行研究。黄益民等7 利用原子力显微镜对自由

基损伤的红细胞膜表面精细结构研究 ,直接观察到

了自由基的损伤 ,以及加女贞子保护后 ,对红细胞膜

分子形貌学的影响。

如果要对一些生物医学组织样品进行 AFM 表

面形态成像观测 ,样品制备过程大致如下 :选取组织

表面较为平整的部位 , 剪成 015 ×015 cm 小块 , 观

测面朝上 , 展平后贴在盖玻片上 ;滴加固定液于样

品表面上 ,静置 30 min 左右 ;用三蒸水冲洗去固定

液中的溶质所形成的结晶 ;将盖玻片置于 AFM 的扫

描器上 ,进行成像观测。一般来说 ,组织样品进行

AFM的表面形态成像效果还比较满意。

AFM观察细胞表面形态结构分辨率还不够理

想。这主要是由于细胞膜表面太软 ,探针的压力 (无

论是接触式 ,还是轻敲式)会使探针和样品表面的接

触面积增大 ,从而使分辨率降低。AFM 观察细胞表

面形态结构的分辨率一般只能维持在 nm 到μm 之

间。如果样品制备不好 ,仪器状况调整不佳 ,操作人

员技术不够熟练 ,那么 AFM的分辨率还要低一些。

3 　原子力显微镜对生物大分子的结构及其

它性质的观测研究

　　原子力显微镜目前已广泛应用于蛋白质、核酸、

DNA、磷脂生物膜、多糖等生物大分子以及有机化合

物在空气或溶液中的形态观测研究。张英鸽等8 用

AFM对乙酰胆碱酯酶分子进行显微成像。林璋、白

春礼等9 用 AFM 进行亚精胺诱导 DNA 凝聚有序性

的研究。Rief 等10用 AFM研究了不同大小的力对单

个葡聚糖分子的影响 ,其中可逆的构象变化已经得

到分子动力学计算的证实。胡钧等11进行了人工操

纵病毒的原子力显微镜研究 ,首次实现了复杂的体

系———一种线性噬菌体病毒的人工拉直与定向 , 并

利用原子力显微镜对拉直前后的病毒进行了观察与

测量。

用 AFM对生物大分子进行形态结构观察时 ,样

品制备也很重要。蛋白质样品制备过程有两种方

法 ,一种是蛋白质吸附固定法 : 首先将云母裁成 1 ×

1 cm 的小片 , 用双面胶固定于 AFM 基底上 ,制备新

鲜裂解的云母表面 ;将一定浓度的蛋白溶液滴加于

云母表面 , 用氮气将其展平 , 吹干 ,蛋白便可吸附

于云母表面 ;将液体池置于 AFM 的扫描器上 ,即可

进行细胞表面形态的成像观测。该方法简便易行 ,

可满足一般成像的要求。缺点是蛋白质固定不一定

牢固 ,可能会出现脱落或拖动现象。另一种是蛋白
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质共价固定法 :利用蛋白质分子上的氨基与疏基丙

酸的羧基形成肽键连接的原理 ,进行蛋白质的固定。

该方法固定比较牢固。缺点是方法复杂 , 费时费

力。固定好的样品置于 AFM的扫描器上 ,即可进行

生物大分子表面形态结构的成像观测。

如果是 DNA 类的样品 ,其制备过程大致如下 :

首先将根据实验目的 ,稀释原液 ;然后取适量稀释液

滴加于新鲜裂解云母表面 , 氮气展平 , 吹干。固定

好的样品置于 AFM的扫描器上 ,即可进行生物大分

子表面形态结构的成像观测。

目前 ,AFM 已广泛应用于对生理生化反应中蛋

白质、核酸等生物大分子的形态或功能的动态研究。

在此基础上还可以进行分子水平的热力学和动力学

的研究。研究生物大分子的生理生化过程 ,是目前

AFM 在生命科学中应用最多的领域之一。配备了

环境气氛箱的 AFM 可以在样品箱内进行气氛控制 ,

样品调整以及样品观察。这样可以对生物大分子在

各种不同的气氛 (包括大气、低真空、各种气体置换、

不同湿度和温度等条件)下的形态结构等进行研究。

在这个领域里研究较多的主要有 :蛋白的聚合 、纤

维组装的过程12、胶原的超微结构和组装、蛋白三维

晶体增长的研究 、生物膜的结构和生物物理特性的

变化13、DNA 的装配过程以及生物大分子之间的交

互作用14等。

4 　原子力显微镜对生物分子之间力谱曲线

的观测

　　用 AFM 对生物大分子进行形态结构观察的同

时 ,还可对大分子的其它性质进行研究 ,如配体 - 受

体之间作用力15 ,抗原2抗体之间的作用力16等。对

生物分子表面的各种相互作用力进行测量是原子力

显微镜的一个十分重要的功能。这对于了解生物分

子的结构和物理特性是非常有意义的 ,因为这种作

用力决定两种分子的相互吸引或者排斥 ,接近或者

离开 ,化学键的形成或者断裂 ,生物分子立体构象的

维持或者改变等等。在分子间作用力的支配下 ,还

同时支配着生物体内的各种生理现象、生化现象、药

物药理现象 ,以及离子通道的开放或关闭 ,受体与配

体的结合或去结合 ,酶功能的激活或抑制等等。因

此 ,生物分子间作用力的研究 ,在某种意义上说 ,就

是对生命体功能活动中最根本原理的研究。这也为

人们理解生命原理提供一个新的研究手段和工

具17。

将两种分子分别固定于 AFM 的基底和探针尖

端上。然后使带有一种分子的探针尖端在垂直方向

上不断地接近和离开基底上的另一种分子。这时 ,

两种分子间的相互作用力 ,就是二者间的相对距离

的函数。这种力与距离间的函数关系曲线 , 称之为

力谱曲线。

对于作用力的测定 , AFM 对生物医学样品的制

备 ,同样也有一定的要求或必须具备一定的特点。

即需要将研究的两种分子分别固定于基底和探针尖

端表面 ,而且还要求固定相对牢固。因此 ,样品制备

的难度比其他的要大的多。

以链抗生物素对尖端进行功能化处理为例 ,其

过程大致如下 :将 AFM 悬臂浸入乙酮 5 min ,然后紫

外线照射 15 min ;在 37 ℃的湿润孵化器中 ,悬臂浸

入一滴 50μL 生物素 - BSA (牛血清白蛋) ,孵育过

夜 ;用 PBS 磷酸缓冲液 (pH 714)洗三次 ,除去非结合

蛋白 ;室温下悬臂浸入一滴 50μL 链抗生物素中 ,孵

育 10 min ,在碱性环境中 ,使 BSA 吸附于悬臂 ;悬臂

使用前 ,用 PBS 再冲洗三次即可。总之 ,将特定的

配体或者受体固定于悬臂探针表面 ,将与之对应的

受体或者配体固定于基底表面 ,在悬臂探针表面与

基底表面相接近或者分离的过程中 ,悬臂受到偏折 ,

从而测得两个功能化表面之间的作用力 ,即配体 -

受体之间的作用力。

通过对 AFM探针进行功能化修饰 ,使针尖的表

面带有特殊的官能团 ,用以识别存在于同一表面内

的不同官能团 ,进行表面组分成像。它可以实现纳

米范围内化学反应特性的研究。AFM还可以实现同

时对生物分子表面结构、作用力等的动态实时观测。

如生物大分子的弹力、细胞壁的膨胀压力以及各种

微粒之间的各种相互作用力等。近年来 ,在 AFM 基

础上各种扫描力显微术发展很快 ,主要有静电力、摩

擦力、磁力、剪切力等显微术。力对样品的表面性质

很敏感 ,根据检测力的变化可以获得样品表面丰富

的信息。

5 　结论

AFM自诞生之日起 ,在生物医学研究中就得到

迅速发展 ,应用范围逐步拓展 ,在形态与功能相结合

的研究中 ,极大的推动了生物学基础研究工作的前

进。结合物理、数学等学科知识 ,为生物分子的功能

与现象研究提供了理论依据。Touhami 等18 利用

AFM对红细胞扫描成像 ,并对红细胞表面抗原和特

异性抗体之间的相互作用力进行了测量 ;James 等19

在生理条件下对感染了寄生虫的细胞进行了连续扫
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描成像 ,以观察感染的动态过程 ;Martin 等20对固定

在基底上的 DNA 蛋白复合物分别在空气和液体环

境中成像 ,获得了不同构型复合物结构上的定量和

定性信息 ,例如 DNA 长度 ,蛋白与 DNA 结合的位点

等 ;Satoru 等21研究讨论了修饰在针尖上的蛋白在接

近样品表面过程中和样品表面之间的作用力关系 ,

以及影响蛋白吸附的各种因素 ; Tiina 等22应用 AFM

在生理条件下观察 HELA 细胞肌动蛋白装配的动态

过程。

随着 AFM技术方法的不断完善 ,生产工艺及仪

器性能的不断发展 ,AFM 在生物医学中的应用越来

越广泛。染色体切割、DNA 特异性片段的提取和搬

运原子的技术也在不断的进步 ,AFM 不仅成为一种

重要的成像工具 ,同时也在显微操作中具有重要的

应用价值。

AFM 独特的成像方式和具有 nm 水平的分辨

率 ,使得它在众多科学领域中得到迅速的发展和应

用。例如金属、半导体材料、微电子、纳米材料、计算

机材料23、物理、化学、和生命科学等。总体上来说 ,

国内目前在此方面的研究主要集中在中科院系统的

少数科研单位 ,并以材料学研究为主。而原子力显

微镜在生物医学中的应用 ,还处在初级阶段。在我

国生物医学领域 ,电子显微镜很多 ,约 1000 台。而

原子力显微镜却很少 ,约一二十台。少数原子力显

微镜的部门或单位 ,所开展的研究工作也都比较初

步 ,大都停留在一般细胞的表面形态观测上。发表

在第四届到第六届全国 STM (扫描隧道显微镜 ,是

AFM的前身 ,统属 SPM 扫描探针显微镜) 学术会议

(1996～2000 年)上 ,有关生物医学的文章 ,总共只有

20 篇左右。发表在第七届全国 STM 学术会议 (2002

年 ,上海) 上有关生物医学的文章约 32 篇 , 没有论

及生物分子间相互作用力测定的文章。AFM 在生

物医学中的应用还有许多问题急需解决。例如生物

医学样品的制备 ,软生物样品的固定 ,分辨率的进一

步提高 ,功能化探针的制备及基底表面的固定 ,针尖

的几何形状及污染问题等。

近年来国内外研究表明 ,原子力显微镜在生医

学研究中的应用具有很大潜力 ,它是在纳米分辨率

下研究生命科学的一个有力工具。如果我们将细胞

学、免疫学、生物化学、分子生物学、生物物理学等与

原子力显微技术有机地结合起来 ,将 AFM 和其他仪

器设备 (如透射电子显微镜、扫描电子显微镜、激光

共聚焦扫描显微镜、生物质谱、核磁共振、X 射线晶

体衍射等)有机地结合起来 ,相互补充、取长补短 ,一

定会获得很好的研究结果。可以预见 ,在不久的将

来 ,AFM作为一项独立的研究方法将日臻成熟 ,应

用范围也将日渐扩大 ,并将对生命科学的发展做出

重大的贡献。
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The biomedical application of atomic force microscopy
Zhang Detian 　Zhang Sha 　He Kun 　Yang Yi 　Zhou Tao 　Zhang Yingge

(National Center of Biomedical Analysis ,Intitute of Pharmacology and Taxicology

No127 ,Tai Ping Road , Beijing 100850)

Abstract 　AFM is one of the most important development in the surface image techniques in the recent ten years1 It

showed high resolution to the level of nanometer1 The basic principle of AFM and its application in biomedical area were

reviewed in the paper , including the morphologic dtudies of cells and large moleculars ,as well as monitoring biomolecular

interactions1The preparation of biomedical specimen were also discussed1
Key words 　Atomic force microscope 　Resolution 　Biomolecules

网上仪器展览推出“仪器专场展示”

　　由中国分析测试协会主办、中国仪器仪表学会

分析仪器学会协办、仪器信息网 (www. instrument .

com. cn)承办的网上仪器展览 (www. netshow. com. cn)

平台自开通以来 ,受到广大业界人士的关注和欢迎 ,

大家足不出户 ,即可查到所需仪器产品和厂商的详

细资料。目前 ,已有近 260 家国内外著名仪器厂商

参展 ,展出仪器 1500 多台 (含图片和详细文字介

绍) ,发布各类仪器应用文章 700 多篇。

为更好地帮助广大仪器用户在采购仪器时 ,能

进行充分地比较 ,选到适合的仪器 ,获取足够多的相

关信息和知识 ,网上仪器展览推出了“仪器专场展示

活动”,目前开设的仪器专场有 :

气相色谱 紫外可见 GC2MS
液相色谱 原子吸收 LC2MS
离子色谱 近红外光谱 ICP2MS
薄层色谱 红外光谱 生物质谱
毛细管电泳 光电直读光谱 微波消解
核磁共振 原子荧光 甲醛分析仪
X射线衍射仪 X荧光光谱仪 粒度分析仪
粘度计 拉曼光谱 硬度计

COD 测定仪 ICP2AES 材料试验机
BOD 测定仪 扫描探针显微镜 天平
热分析仪专场 电子显微镜 离心机
水分测定仪 红外气体分析仪 PCR
电位滴定仪 研磨机 冻干机
电导仪 热解析仪 气体发生器
生化培养箱 色差仪 纯水器

　　近期 ,还将开出“水质分析”、“农药残留”、“土壤

分析”等仪器专场。

每个专场将不同型号的同类仪器进行同步展

示 ,可任意选择两台仪器进行比较 ,并将每台仪器的

样本、应用文章也发布出来 ,供大家参考 ,免去了大

家平时选购仪器须东西跑找资料之苦。并可在网上

直接向厂商询价。

此外 ,大家还可就每台仪器进行具体讨论交流。

此项活动的另一个目的是帮助广大分析工作者

更好地了解仪器的最新进展 ,掌握更多的仪器采购

和仪器维护知识。
仪器信息网www. instrument. com. cn供稿
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