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摘要  原子力显微术由于其独特的成像方式, 为生物医学领域高分辨表征与成像研究
提供了崭新的手段, 但其在活细胞及新鲜组织成像上仍存在着巨大挑战. 本文结合作
者在活细胞及新鲜组织成像方面的工作, 对原子力显微术两种常用工作模式(接触模式
和轻敲模式)的特点和局限、新的轻敲模式(磁驱动轻敲模式, MAC mode)用于活体生物
样本的优势以及 MAC mode所提供的一种反映样品表面新信息的 TREC像进行了叙述, 
进而介绍了目前原子力显微术在活体生物样本成像方法及表征研究方面的进展. 
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原子力显微术(atomic force microscopy, AFM)是
扫描探针显微镜(scanning probe microscopy, SPM)家
族中的一员 [1], 随着纳米科技的发展, 原子力显微术
已广泛应用于物理、化学、生命科学、材料科学等研

究领域并日益展现出强大的发展势头 [2~5] . 近年来, 
随着具有生命力、异质性以及可变性的生物样本层出

不穷, AFM在生物医学领域的应用崭露头角[6]. 初期
多是研究经过自然干燥的生物样本 , 但干燥过程会
严重影响样本的正常形态 , 并且样本不再具有生理
活性 [7]. 之后, 研究者们普遍研究溶液状态下化学固
定的细胞和组织 , 但化学处理后的细胞活性大大降
低 [8]. 因此, 研究这些经过自然干燥或化学固定的细
胞和组织已远远不能满足生物医学领域的要求 . 现
在, 利用AFM在生理条件下对真正具有活性的细胞
和新鲜组织进行高分辨成像以及研究它们的动态变

化过程成为研究热点. 例如, Rotsch等人 [9]利用AFM
研究了生腺癌细胞分泌的生长因子引起其伪足的伸

展及伪足部分弹性的变化. Han等人[10]使用AFM实时
观测了微血管内皮细胞铺展的动态过程 . 由于细胞
膜的屈服性强 ,  所以AFM的针尖不仅可以对活细 

胞表面进行成像 , 还可以在不穿透细胞膜的情况下
对活体细胞内部的一些微细结构 , 如细胞骨架和一
些微小细胞器进行成像 [11,12], 从而为生物医学领域
提供了强大的研究工具 . 但由于AFM的  “触摸” 成
像方式, 被探测细胞要求保持相对稳定, 因此在对活
体细胞的成像过程中 , 就要求细胞对培养瓶壁或培
养皿壁具有很好的贴壁能力 . 而对复杂的多层次组
织来说, 高的背景噪声也大大影响了成像质量. 此外, 
在成像时还要通过参数的调节来尽可能减少AFM针
尖对活体细胞的影响甚至破坏 , 而这些参数的调节
尚需长时间的经验摸索与反复实践. 因此, 迄今为止, 
能够使用AFM在生理条件下对活体生物样本进行高
分辨成像的细胞种类还不多 , 而且成像质量有待提
高. 所以, 使用AFM对活体生物样本, 尤其是具有多
层组织结构的新鲜组织表面进行高分辨成像仍然存

在着巨大的挑战.  

1  原子力显微镜的成像原理和用于活细胞
成像的两种工作模式 

AFM采用带有针尖的对微弱力极其敏感的微悬
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臂在样本表面进行扫描从而得到图像. 扫描过程中, 
针尖顶部最外层原子与样品表面原子之间的相互作

用力使微悬臂不断发生形变或改变运动状态 , 因此
一束激光经由微悬臂的光滑背面反射到光电探测器

上的位置也不断发生变化. AFM就是通过光电探测器
来检测微悬臂的偏转从而获得样品形貌和作用力等

信息, 其成像原理类似于临床体格检查中的“触诊”. 
AFM由于独特的成像方式、被检测样本尤其是生物
样本不需要任何处理就可在大气或液体等多种环境

中进行纳米尺度的高分辨成像, 因此AFM已广泛应
用于生物样品, 如DNA[13,14]和蛋白[15,16]的研究, 为生
物医学领域高分辨形态学研究提供了崭新的手段 . 
同时 , 已有学者将此种方法应用于法医学的鉴定之
中[17]. 

AFM发展至今, 接触模式(contact mode)和轻敲
模式(tapping mode)是两种最主要的工作模式, 其中
接触模式是针尖始终接触样本表面进行逐点扫描成

像, 从而产生形貌像、对高低起伏敏感的偏转像以及
反映侧向力的摩擦像等多个信息的通道像 . 在扫描
过程中 , 样本要承受来自针尖的法向应力以及相当
于 10 倍法向力的侧向力, 因此即使使用很软的针尖
(弹性常数为 0.01 N/m), 也会在一定程度上对样本尤
其是活体细胞产生影响[18]. 与接触模式不同, 轻敲模
式是运用压电感应器驱动微悬臂高频振动进行扫描. 
其优点是微悬臂上的探针只与被检测样本表面作间

断性接触 , 可大大减少接触模式成像过程中针尖产
生的侧向力对样本表面的损伤 , 更适合对生物样本
等柔软物体进行非破坏性成像.  

在以往的研究中 , 我们分别运用接触模式和轻
敲模式对生理条件下培养的大鼠脑微血管内皮细胞

进行了活体高分辨成像 [19]. 微血管内皮细胞大部分
厚度在 200~500 nm之间, 贴壁能力强, 表面相对平
坦, 细胞骨架网络丰富, 力学性质表现突出. 以上优
异的特性使微血管内皮细胞成为AFM进行细胞骨架
网络活体成像研究的模式细胞 . 我们在研究中使用
相对较软的弹性常数为 0.38 N/m的微悬臂探针, 通
过调节参数 , 在培养液中使用接触模式和轻敲模式
两种成像方式均可得到活体微血管内皮细胞表面及

细胞骨架网络的高分辨成像, 在垂直于图像中X, Y轴
的方向上, 也就是反映细胞高低起伏的Z轴分辨率可
达 20 nm. 由于接触和轻敲这两种成像模式扫描方式
的不同, 所获得的图像也存在着一定程度上的差异: 

接触模式能更好反映细胞深层骨架网络的信息 ; 而
轻敲模式更多的是获取细胞表面的信息 , 同时也包
括一部分细胞骨架网络信息 . 从这两种模式得到不
同信息的图像反映出这两种模式的不同作用机制 . 
接触模式由于针尖在扫描过程中施加给细胞的强大

侧向力使内皮细胞骨架凸显以此来抵抗如此强大的

侧向力, 因而得到的图像骨架信息十分丰富; 而轻敲
模式作用于细胞的侧向力要小得多 , 因此得到的是
更多的细胞表面信息.  

考虑到AFM的工作原理, 我们进一步将AFM针
尖既作为成像工具又作为纳牛顿(nN)量级的施力工
具 , 观察了微血管内皮细胞在特定微区受力后的整
个细胞骨架网络的表现 . 当细胞骨架网络的主要应
力纤维束在纳米微区受到纳牛顿(nN)量级法向力轻
敲时 [20], 其周围局部骨架网络会出现分叉应力纤维
增加的现象 . 这种应力纤维网的响应性变化可能用
来抵抗局部增大的应力刺激 . 而当细胞边缘的某些
分叉应力纤维受到轻敲时 , 则可引起整个细胞骨架
网络的变化 , 甚至某些细胞器也可随之出现位置移
动. 上述实验说明, 细胞骨架网络可能存在应力敏感
微区. 另外, 当细胞骨架网络受到纳牛顿量级的侧向
力连续刺激时, 整个骨架网络出现顺应性改变, 长轴
与施力方向一致 [21], 以上实验结果与宏观力作用于
内皮细胞所产生的细胞骨架顺应性改变结果相符 . 
而对一些病理性损伤的细胞 , 细胞骨架网络的应力
承载能力下降 , 纳牛顿量级的连续侧向应力就可引
起细胞皱缩 , 而当应力去除后细胞骨架网络还可在
一定程度上恢复 . 上述实验将活体细胞骨架的力学
特性研究引入微米甚至纳米尺度, 其中AFM的介入
为细胞骨架的在体微观观察提供了崭新的手段及方

法.  

2  新型工作模式——    磁驱动轻敲模式在活

细胞成像中的应用 
大多数类型的哺乳动物体细胞 , 贴壁能力不足

以抵抗接触模式成像时的侧向力 , 因此高分辨成像
非常困难 . 应用轻敲模式成像可以大大减少侧向力
的产生, 减少机械应力对细胞的损伤. 但当带有针尖
的微悬臂在液体中尤其是在黏度较高的细胞培养液

中振动时, 振幅/频率共振曲线所受的干扰非常大[22], 
参数调整的复杂性和图像的不稳定性限制了这种技

术对活细胞以及具有多层结构生物组织的高分辨成 
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像 . 近期发展的新型轻敲模式——磁驱动轻敲模式
(MAC mode)[23], 利用微悬臂上方或下方的磁力螺线
管产生交变磁场 , 直接驱动背面镀有磁膜的微悬臂
产生振动 , 大大提高了在液体环境中对微悬臂驱动
的实效性, 使轻敲模式更适合在液体环境中进行, 并
有效提高了活体样本的成像分辨率 . 目前此成像模
式已应用在生物分子的液体环境高分辨成像研究中, 
并取得了理想的结果 [24,25]. 但对表面信息相对复杂
的活细胞乃至多层结构的生物新鲜组织的应用研究

还刚刚开展. 
在我们的研究中 [26], 比较了含 10%胎牛血清的

DMEM细胞培养基中, 普通压电感应器驱动(AAC)与
磁驱动(MAC)作用下微悬臂的振动曲线 . 我们选用

了弹性常数为 0.6 N/m和 0.03 N/m的针尖, 考察了在
较大驱动力和较小驱动力作用下针尖的振动情况.结
果表明, 常常用于活细胞成像的弹性常数为 0.6 N/m
的微悬臂(图 1), 在较大驱动力(30%)作用时(图 1(a)
与(b)), MAC能更有效减少微悬臂的振动噪声, 但有
效Q值(∆f/f)与AAC区别不大; 而在小驱动力(4%)作用
时(图1(c)与(d)), 由于细胞培养液的阻尼作用, 两者都不
能产生有效谐振峰(图 1). 弹性常数为 0.03 N/m的微悬
臂(图 2), 在较大驱动力(30%)作用时(图 2(a)与(b)), 
MAC与AAC相比较能更有效地增加谐振峰的驱动振
幅, 但Q值基本相似; 在小驱动力(4%)作用时(图 2(c)
与(d)), MAC仍可产生有效谐振峰, 而AAC则不能. 因
此 ,  不难看出 ,  M A C可使我们在成像过程 

 

 
图 1  弹性常数为 0.6 N/m的探针在 AAC与 MAC作用下微悬臂的振动曲线[26] 

(a) MAC模式, 30%驱动力; (b) AAC模式, 30%驱动力; (c) MAC模式, 4%驱动力; (d) AAC模式, 4%驱动力 
 

 

图 2  弹性常数为 0.03 N/m的探针在AAC与MAC作用下微悬臂的振动曲线[26] 
(a) MAC模式, 30%驱动力; (b) AAC模式, 30%驱动力; (c) MAC模式, 4%驱动力; (d) AAC模式, 4%驱动力 
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中选择更软的微悬臂, 使用更小的驱动力. 这两点在
活细胞成像中, 对减少损伤、提高分辨率是非常重要
的. 

在实际的工作中[26,27], 我们使用弹性常数为 0.03 
N/m的微悬臂, 当谐振频率为 30 kHz时, 对多种活细胞
如大鼠海马神经元细胞、星形胶质细胞(图 3和 4)等进
行了成像研究, 同时与场发射扫描电子显微镜比较. 结
果表明, 使用相对软的微悬臂及小的驱动力, 在细胞培
养液中可获得高分辨的活细胞表面形貌信息. 在此基
础上, 我们还使用MAC mode AFM对具有多层结构的
新鲜大鼠胸主动脉内壁进行了成像研究. 以上结果表
明对于背景如此“噪杂”的新鲜组织, MAC仍能获得与
场发射扫描电子显微镜相媲美的高分辨率. 

另外, MAC还可为我们提供一种额外的样本表
面信息——TREC像(topography and recognition). 当
微悬臂以较小振幅振动时 , 样本表面的形貌只影响
悬臂振摆的下半部分 , 而样本表面的黏附力会影响
振摆的上半部分 , 提取振摆的上半部分信息就形成
了TREC像. Hinterdorfery等研究人员[24,25,28]将配体分

子通过 8 nm长的分子链连接在AFM针尖上, 在获得
高分辨形貌同时可提取受体配体分子相互黏附的 

位点信息. 在我们的工作中, 观察了祼针尖在活体生物

样本成像时提取的 TREC像. 与相位像(phase imaging)
相比较, TREC 像受形貌及弹性变形的影响很小, 反
映样本表面黏附力信息比较专一. 总之, MAC mode 
AFM 由于独特的驱动方式, 可使我们在活体样本的
成像研究中使用更软的微悬臂 , 由此提高微悬臂振
动曲线的信噪比, 还可以选择更小的驱动力, 从而最
大限度地减小对样本的影响, 提高图像分辨率. 同时, 
结合所获得的形貌像(topography imaging)、振幅像
(amplitude imaging)、相位像 (phase imaging)以及
TREC 像等多角度信息, 可对样本进行较全面的表征. 
此成像模式必将在生物医学活体样本高分辨成像研

究中做出巨大的贡献. 

3  结论与展望 
AFM 成像技术将生物医学的原位高分辨成像研

究提升至纳米尺度 , 是目前生物医学微观可视化研
究中不可或缺的重要手段. 但由于它属于表面技术, 
且对样本的稳定性要求较高 , 因此需要专门的设备
及技术. 此外, 复杂参数的操纵与控制、数据的处理 
及解释, 均需要具有较强物理背景的专业人员介入. 

 

 

图 3  在磁驱动模式下, 活体状态的两个星形胶质细胞连接区域的成像[26] 
(a) 形貌像; (b) 振幅像; (c) 相位像; (d) TREC 像, 扫描区域: 25 μm ×25 μm; (e) 两个星形胶质细胞连接区域的电子显微镜图像, 标尺: 2 μm 
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图 4  在磁驱动模式下, 活体状态下的星形胶质细胞铺展区域的成像[26] 

(a) 形貌像; (b) 振幅像; (c) 相位像; (d) TREC 像, 扫描区域: 30 μm× 30 μm; (e) 两个星形胶质细胞铺展区域的电子显微镜图像, 标尺: 10 μm 

 

因此, AFM 在生物医学研究领域尚未得到广泛的认

同及使用, 还有许多亟待解决的问题, 如活体状态下
AFM 的在体探测以及活体悬浮细胞的 AFM 高分辨

成像. 这些技术层面的问题同样困扰着 AFM 在生物

医学领域的广泛应用和发展. 但我们相信, 随着 AFM
技术本身的不断提升 , 以及一些重要实验结果的获
得, AFM 将从另一新的视点为生物医学的发展起到

巨大的促进作用. 
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