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摘要    在分子水平阐明细胞生理活动深层次的机制是当前生命科学的重要研究课题. 

AFM 的发明为揭示细胞生理活动的分子本质提供了新的技术手段. 利用 AFM 单分子力

谱技术在近生理环境下对 B 淋巴瘤细胞表面的 CD20 抗原与其抗体 Rituximab 之间的特

异性结合反应进行了探索性的研究, 通过对探针进行功能化, 测量了 CD20 抗原与

Rituximab 之间的特异性结合力, 同时观察了 CD20 抗原在 B 淋巴瘤细胞表面的分布, 并

分析了在外部拉力作用下, CD20-Rituximab 复合物的分子内力与伸长量的关系. 实验结

果为深入研究 Rituximab 的作用机制奠定了基础. 
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目前, 有关细胞内生理活动化学过程的结论, 大

多是通过在试管中进行的集群平均实验获得的 [1,2], 

反映了来自许多细胞的大量分子活动的平均结果[3]. 

集群平均结果给人们带来了有关细胞内化学过程的

丰富资料, 是人们认识细胞活动的重要基础[4], 但集

群平均同时也掩盖了单个分子的活动状态, 单个分

子的个性与不同被淹没于整体之中[5]. 越来越多的证

据表明, 在试管内研究得到的结果并非完全反应了

活体内的真实情况. 因此, 为了更深入地揭示生命活

动中分子活动的过程和本质, 有必要开展单分子水

平的科学实验研究[6], 通过观测单个分子的活动状态, 

加深人们在分子水平对细胞生理活动机制的认识 , 

进而揭示集群平均方法所掩盖的单分子活动特点 , 

为传统集群平均方法提供有意义的信息. 

单分子技术主要包括荧光技术和力测量技术两

大类 20 余种方法, 其中原子力显微术(atomic force 
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microscopy, AFM)是唯一能对分布于细胞上的蛋白分

子进行检测、定位和操作的工具[5], 其能在生理环境下

工作的独特优势使人们可以动态观测活体细胞的生理

活动[7]. 此外, AFM还具备纳米级分辨率[8]、可控性好、

对被测样品损伤小[9]以及样品制作快速简单[10]等特点. 

这些特点使 AFM 被广泛应用于细胞生理活动的研究

中, 为细胞分子水平的生命活动带来了新的认识[11], 

为重大疾病的分子机制理解[12]提供了新的思路, 并

对新生物标记[13]的发现以及新药研发[14]产生了重要

的影响. 

AFM 进行单分子研究的主要手段是通过单分子力

谱(single-molecule force spectroscopy, SMFS)[15]方式进

行, 即将配体分子连接到AFM针尖上, 控制AFM探针

使得该配体分子与样品表面的受体分子相结合, 从而

实现受体-配体间分子间相互作用力的测量 .  利用 

SMFS测量分子间结合力最早可追溯到 20 世纪 90 年代

中期. 1994 年, Florin 等人[16]测量了生物素-亲合素之间

的结合力; 1996 年, Hinterdorfer 等人[17]测量了人血清白

蛋白与其抗体之间的结合力, 此后许多学者利用 SMFS

对不同分子组合的特异性结合反应进行了研究, 并且

研究趋势已经从对固定到基底的受体[18]转变到直接对

活细胞表面的受体[11,12,19~22]进行特异性结合的探测. 利

用 SMFS 技术来探测细胞表面受体-配体间特异性识别

反应, 对于了解受体-配体结合与解离过程中的分子动

力学[8]以及受体在细胞表面的分布[15,22,23]具有重要意

义, 并有望对重大疾病的个体化治疗产生重要影响. 

近年来, 在 B 细胞淋巴瘤的临床 Rituximab 靶向

治疗中发现, 不同亚型淋巴瘤的 Rituximab 疗效有着

明显的差异. AFM 为揭示 Rituximab 疗效差异的分子

本质提供了新的技术手段. 本文利用 AFM 在近生理

环境下对B淋巴瘤细胞表面分布的CD20抗原与其抗

体 Rituximab 间的特异性识别反应进行了探索性的研

究, 介绍了基于 AFM 探针功能化的分子力检测及细

胞表面抗原分布可视化的方法, 为深入开展癌症等

重大疾病靶向治疗中疗效差异分子机制的研究提供

了有意的方法和技术. 

1  CD20 与 Rituximab 的作用机制 

非霍奇金淋巴瘤是一类常见的恶性肿瘤, 其发

病率占肿瘤发病率的 4%~5%[24], 这其中大约 85%的

非霍奇金淋巴瘤为 B 细胞淋巴瘤[25]. 1997 年, 美国食

品和药物管理局(food and drug administration, FDA)

批准上市的单克隆抗体靶向药 Rituximab 为 B 细胞淋

巴瘤的治疗带来了革命性的影响. Rituximab 通过与

淋巴瘤细胞表面的 CD20 抗原特异性结合清除靶细

胞. Rituximab 靶向治疗与传统化疗/放疗相结合可显

著提高淋巴瘤患者的存活率[26], 其已成为 B 细胞淋

巴瘤的主流治疗方案. 

CD20 抗原(图 1)属于白细胞分化抗原分化群

(cluster of differentiation, CD)家族, 为 4 次跨膜分子, 

由 297 个氨基酸残基组成, 其 N 端和 C 端均在细胞

内, 分子量为 33~35 kD[27]. 除了以跨膜蛋白的形式

存在外, 在某些白血病人体内, CD20 还以可溶形式存

在于血浆中[28]. 由于 CD20 在大于 90%的 B 细胞淋巴

瘤上大量表达而在造血干细胞和浆细胞上不表达[29], 

且与抗体结合后, 不会从细胞表面脱落或者内化[28], 

因此是治疗 B 细胞淋巴瘤的理想作用靶点[30]. 

Rituximab 由 2B8(鼠源抗 CD20 单抗)的可变区与

人 IgG1 恒定区嵌合而成 [31 ].  体外实验证据表明 , 

Rituximab 与 CD20 结合清除靶细胞的可能机制(图 1)

包括: ① 抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用(antibody 

dependent cellular cytotoxicity, ADCC): Rituximab 与

CD20 结合后, 其 Fc 段与体内的自然杀伤细胞的 Fc 受

体结合, 进而触发自然杀伤细胞释放细胞毒物质来杀

死靶细胞[32]; ② 补体依赖的细胞毒作用(complement 

dependent cytotoxicity, CDC): Rituximab 与 CD20 结合

后激活补体系统, 在靶细胞表面形成膜攻击复合物 
 

 

图 1  CD20 抗原与 Rituximab 结合后导致靶细胞消溶 
(A) CD20 抗原结构; (B) Rituximab 结构及与 CD20 结合后清除靶 

细胞的可能机制 
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(Membrane Attack Complex, MAC), 导致靶细胞溶

解[33]; ③ Rituximab 与 CD20 结合后还能诱导靶细胞

程序性死亡(programmed cell death, PCD)[28]. 作为第

一代抗 CD20 单抗靶向药, Rituximab 的成功极大地促

进了抗CD20单抗靶向药的发展. 第二代抗CD20单抗

通过抗体人源化降低抗体的免疫原性, 而第三代抗

CD20 单抗则在第二代抗 CD20 单抗基础上通过基因

工程对抗体的 Fc 端进行改进来提高治疗效果[26]. 

2  材料与方法 

2.1  样本制作 

实验细胞取自 Burkitt 淋巴瘤 Raji 细胞系, 并在

37℃(5%CO2)含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养液

中培养. 在液体环境下对细胞进行 AFM 成像时, 为

了避免探针在扫描过程中引起的细胞运动[34], 需要

将细胞牢固地绑定到基底上[35]. 目前, 主要有两种方

法用于将细胞绑定到基底上, 多聚赖氨酸静电吸附

法和微孔滤膜机械固定法[36]. 本文利用多聚赖氨酸

将淋巴瘤细胞吸附到玻璃基底上, 并采用戊二醛[37]

对细胞进行化学固定.  

2.2  AFM 成像 

实验采用的 AFM 为美国 Veeco 公司生产的

Dimension 3100 型 AFM(图 2(A)). 采用的探针为

Veeco 公司的 DNP-S 型接触模式探针(图 2(B)). 该探

针的针尖曲率半径为 10 nm. 探针悬臂梁的长, 宽, 

厚分别为 205, 25 和 0.6 μm. 悬臂梁的弹性系数为

0.06 N/m(使用 Veeco 公司的热调谐适配器校正). 实

验在室温下磷酸盐缓冲液(PBS)中进行. 样本置于含 
 

 

图 2  实验仪器 
(A) Dimension 3100 AFM, 培养皿中盛有 PBS 溶液; (B) 接触模式

探针 

PBS 的培养皿中. 利用 AFM 的光学显微镜系统将探针

定位到细胞上. 首先进行大范围扫描, 找到细胞后通过

设置 AFM 界面操作软件 Nanoscope(V6.13)的参数对细

胞进行精确扫描成像. 扫描频率为 1 Hz, 扫描线设为

256, 扫描线上的采样点设为 256, 扫描力设为 50 pN. 

2.3  二抗标记荧光显微术 

通过羊抗人 IgG 抗体和 Rituximab 检测 CD20 在

淋巴瘤细胞表面的分布. ① 将细胞溶液滴至覆盖了

多聚赖氨酸的载玻片上, 并将载玻片置于含 PBS 的

培养皿中; ② 往培养皿中加入 Rituximab 溶液, 反应

1 h; ③ 用 PBS 清洗样本以去除残留的 Rituximab 并

往培养皿中加入新鲜的PBS; ④ 加入标记有FITC的

羊抗人 IgG 溶液, 反应 1 h; ⑤ 用 PBS 清洗样本后将

样本置于 Nikon Ti-U-FL 荧光显微镜下观察. 

2.4  探针功能化方法 

如图3所示, 通过两端分别连有NHS基团和MAL 

 

 

图 3  SMFS 检测 CD20-Rituximab 结合力原理 
(A) 利用 NHS-PEG-MAL 将 Rituximab 连接到 AFM 针尖, 在淋巴

瘤细胞表面获取力曲线检测 CD20 与 Rituximab 之间的结合力; (B) 

连接了配体的 AFM 针尖在逐步逼近受体并与受体结合后回退的

过程中 ,  如发生受体配体结合反应 ,  则在回退曲线上会出现 

突变峰 
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基团的聚乙二醇(PEG)分子 NHS-PEG-MAL[21,38,39]将

Rituximab 连接到 AFM 针尖上. 在 AFM 针尖表面覆

盖一层氨基, 并对 Rituximab 进行 SATP 修饰以使

Rituximab 产生氢硫基, 这样 NHS-PEG-MAL 分子的

NHS 基与 AFM 针尖表面的氨基形成稳定的氨基化

合物, 而 MAL 基则与 Rituximab 的氢硫基形成二硫

键[39], 从而将Rituximab连接到AFM针尖. Rituximab

由军事医学科学院附属医院提供, 探针功能化所需

的试剂从Sigma-Aldrich公司购买, 根据文献[40]中的

探针功能化步骤通过一系列化学反应将 Rituximab 连

接到 AFM 针尖上.  

2.5  分子间结合力检测 

利用修饰了 Rituximab 的探针来探测 B 淋巴瘤细

胞表面 CD20 抗原与 Rituximab 之间的特异性结合反

应. 具体方法是利用修饰了 Rituximab 的探针在淋巴

瘤细胞表面获取力曲线, 当CD20与Rituximab结合时, 

力曲线上会出现一个明显的突变峰(图 3(A)), 这个峰

反应了CD20与Rituximab的特异性结合. 由于这种分

子间特异性结合反应是一个概率事件, 有一定的成键

几率(通常小于 30%)[21,41], 因此在一次测量中往往需

要获取数百条(500~1000)[19]力曲线 . 通过阻断实验

(blocking experiment)[8] 来证明测量得到的 CD20- 

Rituximab 结合力的特异性, 即通过加入充足的抗体

来屏蔽细胞表面 CD20 抗原分子的结合位点, 然后再

次用功能化后的探针进行 CD20-Rituximab 结合力的

测量. 

利用功能化探针获取的力曲线上的突变峰个数

可能不止一个[21,42], 这是因为在探针的一个逼近-回

退过程中, 可能形成多对受体-配体复合物, 从而会

在力曲线上出现多个突变峰. 为了从获取的力曲线

中计算出单对受体-配体的结合力, Stevens 等人[43]提

出了泊松分析法: 

 
2

,F
σ
μ

=  ① 

根据泊松分析法(公式①), 在一次测量过程中, 计算

测量值的方差σ 2 和平均值μ, 即可计算出单对受体-

配体的结合力 F. 如果在同一加载速度下进行多次测

量, 则对多次测量结果的σ 2−μ 进行直线拟合, 所得

直线的斜率即为单对受体-配体的结合力. 

3  结果与分析 

3.1  AFM 细胞成像 

AFM 是目前为止仅有的能够在高分辨率条件下

对活细胞实时成像并测量分析的单分子技术[44], 利

用AFM对活体细胞进行成像取得了重要进展, 然而

迄今为止能利用 AFM 在生理条件下进行活体高质

量成像的细胞种类还不多[45], 主要集中在微生物细

胞[7,11]和贴壁动物细胞[19]等较硬的细胞. 微生物细胞

具有相对比较坚硬的细胞壁, 因而不需要对其进行

化学固定即可得到高质量 AFM 图像, 而贴壁动物细

胞因为能在基底表面生长(为了增加细胞的贴壁能力, 

可以在基底表面覆盖多聚赖氨酸), 待细胞牢固贴壁

后通过微小力(小于 100 pN)接触模式[19]也可获取高

质量 AFM 图像. 而悬浮动物细胞很难贴壁生长, 同

时其表面十分柔软, 因而对活体悬浮动物细胞进行

高分辨率 AFM 成像还存在巨大挑战, 且成像质量仍

有待提高. 图 4为在 PBS溶液中采用戊二醛对淋巴瘤

细胞进行化学固定后的 AFM 接触模式扫描图像.  

3.2  二抗荧光标记显微术 

采用二抗荧光标记法, 利用荧光显微镜分别检

测经戊二醛化学固定的淋巴瘤细胞和未经化学固定

的活淋巴瘤细胞上 CD20 抗原的分布(图 5). 经过戊

二醛化学固定后, 整个细胞都呈现明亮的绿色荧光, 

而未经戊二醛化学固定的细胞表面的绿色荧光则较

为微弱且荧光主要分布在细胞的周围. 

3.3  单分子结合力测量 

如图 6(A)所示, 当发生 CD20 与 Rituximab 特异

性结合时, 力曲线上可能有一个或多个突变峰, 对于

有多个突变峰的力曲线, 选取最后一个峰用于计算

分析[42]. 往溶液中加入 Rituximab 抗体后, 再次用功

能化的探针在细胞表面获取力曲线, 此时发现获取

的力曲线上没有明显的突变峰, 同时采用没有功能

化的探针在细胞表面获取力曲线, 发现也没有明显

的突变峰(图 6(B)). 这就证明了所测量的 CD20 与

Rituximab 结合力的特异性. 在加载速度 1.4×106 pN/s

下进行 4 次测量, 每次获取 100 条力曲线, 对这些力

曲线进行统计分析, 其直方图如图 6(C)所示. 对直方

图进行高斯拟合的结果表明, CD20 与 Rituximab 结合

力为 320 pN, 反映了多对 CD20 与 Rituximab 之间的 
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图 4  淋巴瘤细胞的接触模式 AFM 图像 
(A) 高度图像; (B) 偏差图像 

 

图 5  采用二抗标记法检测 CD20 与 Rituximab 的结合 
(A) 固定细胞明场光学图像; (B) 活细胞明场光学图像; (C) 固定细

胞 FITC 标记荧光图像; (D) 活细胞 FITC 标记荧光图像 

结合力. 为了计算单对CD20与Rituximab结合力, 统

计 4 次测量得到的 CD20 与 Rituximab 结合力的均值

和方差(4 次测量的均值和方差分别为 0.2567, 0.0038; 

0.3487, 0.0059; 0.6193, 0.041; 0.8628, 0.0472), 对均

值方差数据采用泊松分析法进行分析, 计算得到加

载速度 1.4×106 pN/s 下单对 CD20 与 Rituximab 结合

力为 79 pN(图 6(D)). 

分子间结合力反映了化学反应, 生物反应和物

理反应之间复杂的相互作用[46]. 利用 AFM 单分子力

谱技术在单分子水平研究分子间结合力可对分子的

生物学功能提供新的认识 [18,21]. 对单链抗体的研究

表明, CD20 与其抗体之间的结合力与连接肽有着密

切的关系[47]. 将单分子力学定量实验研究与计算机

辅助工程抗体设计理论预测相结合, 可了解工程抗

体的结构基础及其与抗原之间的结合功能, 对制药

工业具有重要意义[47]. 

 

图 6  利用功能化探针测量 CD20 与 Rituximab 之间的分子

结合力 
(A) 利用修饰了 Rituximab 的探针在 B 淋巴瘤细胞表面获取的力曲

线. 当发生 CD20 与 Rituximab 结合时, 在力曲线上有一个或多个突

变峰; (B) 利用没有修饰Rituximab的探针在B淋巴瘤细胞表面获取

的力曲线; (C) 加载速度 1.4×106 pN/s 下, CD20 与 Rituximab 之间的

结合力的统计直方图 ;  (D) 采用泊松分析法计算单对 CD20- 

Rituximab 结合力. 拟合直线的斜率(0.079)显示, 单对 CD20- 

Rituximab 结合力为 79 pN 

3.4  CD20 分子在淋巴瘤细胞表面的分布 

利用修饰了 Rituximab 的探针在抬高模式(lift 

mode)下对淋巴瘤细胞表面 CD20 的分布进行了可视
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化观察(图 7). 在抬高模式下, AFM 首先进行主扫描, 

以获取细胞的表面形貌信息, 然后抬高探针进行抬

高扫描. 抬高扫描沿着主扫描线进行, 这样就消除了

细胞表面形貌信息对抬高扫描的影响, 使得抬高扫

描只受到 CD20 与 Rituximab 之间特异性结合影响. 

抬高扫描的高度等于主扫描线与抬高扫描线之间的

距离. 当使用未修饰 Rituximab 的探针在抬高模式下

对淋巴瘤细胞进行扫描时, 获取的细胞相位三维图

像上没有明显的峰, 而使用修饰了 Rituximab 的探针

在抬高模式下对淋巴瘤细胞进行扫描时, 获取的细

胞相位三维图像上出现明显的峰 , 这些峰反应了

CD20 在细胞表面的分布.  

Verbelen和Dufrene[22]及Dupres等人[23]利用功能

化探针在细胞表面的局部区域(400 nm×400 nm)获

取力曲线数组(16×16), 将从力曲线上计算得到的分

子力映射成二维灰度图, 灰度图反映了细胞表面分

子的分布. 相比力曲线灰度映射法, 抬高模式扫描

法更直观, 能通过三维图像直观显示细胞表面分子

的分布. 

 

 

图 7  利用抬高模式可视化 CD20 的分布 
(A) 抬高模式扫描; (B) 利用未修饰 Rituximab 的探针在淋巴瘤细胞

表面获取的相位三维图像没有明显的峰; (C) 利用修饰了 Rituximab 

的探针在淋巴瘤细胞表面获取的相位三维图像有明显的突变峰 

3.5  受体-配体复合物内力与伸长量关系测量 

测量了在外部拉力作用下, CD20-Rituximab 复合

物的分子内力[48]与伸长量的关系(图 8). 根据功能化

探针获取的力曲线, 将发生突变前的曲线部分的 Z 点

位置变化量减去悬臂的偏转量即可得到 CD20-  

Rituximab 复合物的伸长量, 后根据胡克定律将悬臂

偏转量转化为力值, 即可得到分子内力与伸长量的

关系. 

由图 8 可见, CD20-Rituximab 复合物在断裂前分

子伸长量与分子内力呈现出线性弹簧关系. 研究表明, 

L 和 P 选择素[49]及酵母菌细胞表面 Wsc1 蛋白[11]在外

部拉力作用下均呈现出线性弹簧性质. 在 AFM 探针

对分子复合物进行拉伸的过程中, 复合物的子单元

在外力拉伸作用下从折叠态转变为伸长态[50], 使得

复合物不断伸长. 当伸长量达到极限值时, CD20 与

Rituximab 断开, AFM 悬臂偏转量变为 0. 

4  结论 

AFM 的发明为在细胞分子水平认识细胞生理活

动的机制提供了新的技术手段. 本文利用基于 AFM

的单分子力谱技术对淋巴瘤细胞表面的CD20抗原分

子与其抗体 Rituximab 之间的特异性结合反应进行了

探索性的研究, 测量了 CD20 与 Rituximab 之间的结

合力, 可视化观察了 CD20 在细胞表面的分布, 分析

了在外部拉力作用下 CD20-Rituximab 复合物呈现的

线性弹簧性质. 这些结果为深入了解导致淋巴瘤临

床靶向治疗疗效差异的分子机制奠定了基础. 

 
 

 

图 8  外部拉力作用下 CD20-Rituximab 复合物呈现线性

弹簧性质 
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