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原子力显微镜技术及其在细胞生物学中的应用 
鲁哲学  张志凌  庞代文 

(武汉大学化学与分子科学学院, 武汉 430072. * 联系人, E-mail: dwpang@whu.edu.cn) 

摘要  从原子力显微镜的发展、特点、操作模式以及联用技术等方面对原子力显微镜技术作了简要的
介绍, 从细胞固定方法、细胞成像、力检测以及细胞操纵等方面综述了原子力显微镜技术在细胞生物学
方面的应用, 并对原子力显微镜技术的发展进行了展望.  
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最近几十年来, 纳米尺度上物质的结构、相互作
用以及一些特殊的现象等越来越受到关注 , 各种研
究方法和仪器手段也应运而生, 原子力显微镜(AFM)
就是其中的一种, 它是扫描探针显微镜(SPM)家族中
的一个重要代表. 20 世纪 80 年代初[1,2], 具有原子级
分辨率的表面形貌测试仪—扫描隧道显微镜 
(STM)在IBM苏黎世实验室问世. 由于其可在多种环
境下工作, 且制样简单, 因此很快就得到了广泛的应
用. 然而, 随着STM在表面科学和生命科学领域的广
泛应用 , 它的一些不足之处如样品必须导电等逐渐
暴露出来. 在 1986 年, 基于样品-针尖相互作用力的
高分辨原子力显微镜(AFM)诞生[3], 它能获得纳米尺
度上物质表面形貌并实现分子间相互作用力的检测, 
因此很快在生命科学领域得到了广泛的应用 , 无论
是生物小分子还是核酸、蛋白质等生物大分子以及细

胞方面都有研究报道 . 本文拟对原子力显微术及其
在细胞生物学方面的应用进行综述.  

1  原子力显微镜简介 
原子力显微镜通过控制并检测样品-针尖间的相

互作用力来实现高分辨成像 [1,4]. 首先控制微悬臂顶
端的微小针尖 , 使其与待测样品表面有某种形式的
力接触 , 然后通过压电陶瓷三维扫描器驱动针尖或
样品作相对扫描 , 作用在样品与针尖之间的各种作
用力会使微悬臂发生形变 , 这些形变可通过光学或
电学的方法检测 , 最后转化成图像输出 (如图 1). 
AFM具有以下特点: (1) 待测样品无需导电; (2) 可得
到高分辨物体表面的三维形貌; (3) 可以在多种环境
(如真空、大气、溶液、低温等)下工作, 特别是在溶
液环境下生物样品可保持其自然状态 , 从而避免制
样过程中所造成的样品变形或变性; (4) 可以进行连
续动态分析 . 它能在接近生理状态的条件下观察样
品, 因此许多研究者通过对生物样品的连续成像, 以

了解某些生命活动的动态过程.  
 

 
 

图 1  原子力显微镜成像原理示意图 
 

根据针尖与样品作用方式不同 , 原子力显微镜
的操作模式主要可以划分为接触式、非接触式和间歇

接触式等三种. 在接触式模式下, 针尖始终同样品接
触并简单地在表面移动, 虽然这种模式可产生稳定、
高分辨的图像, 但针尖在表面的移动及针尖-表面间
的剪切力可能损伤样品和针尖. 而在非接触模式下, 
针尖不与样品接触 , 因此不会对样品造成污染或损
伤, 但分辨率相对不高. 间歇接触模式下, 针尖通过
振动与样品间断地接触 , 减少了剪切力引起的对样
品的破坏, 可对柔软、易碎、黏附性强的样品成像, 因
此特别适合生物样品研究. 在间歇接触模式中, 有两
种驱动微悬臂振动的方法 . 一种是轻敲模式
[5](Tapping Mode), 微悬臂的振动是由扫描头上的压
电陶瓷所产生的高频声波驱动 . 另一种是磁力驱动
模式 [6~8](MAC Mode), 具有磁性的微悬臂的振动是
通过装在微悬臂附近的一个磁线圈产生的交流磁场

来驱动的, 这样可获得更为单纯的微悬臂响应, 而不
会激发出轻敲模式所固有的背景噪音 , 当在液体环
境下工作时这种优势更为明显.  
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2  联用技术 
随着原子力显微术的发展 , 为了充分发挥其分

辨率高以及定位精确等优点 , 同时弥补其样品寻找
困难等缺点, 从而拓展其应用范围, 原子力显微术与
其他技术的结合成为必然的发展趋势.  

研究人员通过对针尖进行适当的改造将其他技

术整合进来, 以适应研究的需要. Manalis小组[9]直接

将一个微小的光寻址电位传感器结合到原子力显微

镜的微悬臂针尖上, 组合成扫描探针电位仪. 这样可
以利用原子力显微镜精确的定位机制, 在获得样品表
面形貌信息的同时测量样品表面特定部位的pH值.  

许多研究者将电化学技术和原子力显微镜结合

起来, 以研究电极表面小分子的吸附、电化学沉积膜
的形成和特点以及测定静电力等 [10]. 此外还有研究
者利用它们对一些生物电化学过程进行了更深入的

研究.  Kelley等人 [11]通过金电极表面电极电势来控

制固定化DNA单层膜取向, 认为利用这种性质可以
构建电化学纳米开关, 并可应用于DNA传感器和纳
米电子器件的研究中 . 这种联用技术也被用于研究
肌红蛋白在高定向裂解石墨和自组装双十二烷基二

甲基溴化铵(DDAB)膜表面的吸附行为[12].  
将原子力显微镜与其他一些显微技术结合也是

一种发展方向. Vesenka等人[13]将光学显微镜与原子

力显微镜组合起来 , 利用光学显微镜对样品进行粗
略的定位 , 然后利用原子力显微镜观察样品超微结
构和测量其物理特性等 , 这样就避免了单一使用原
子力显微镜时样品寻找的困难等问题. Ikai小组[14]则

将原子力显微镜和全内反射荧光显微镜联用来进行

单细胞的研究 , 通过全内反射荧光显微镜来检验原
子力显微镜对细胞进行的操纵情况 . 两种技术联用
之后 , 使得纳米水平的操纵和高灵敏的单分子定位
成为可能, 并将在单细胞研究方面得到广泛的应用. 
而Joachimsthaler等人 [15]则开发出了能安装在扫描电

子显微镜中的原子力显微镜 , 形成了微观分析技术
的新一代组合 . 先在扫描电子显微镜中观察到一个
特定区域, 锁定目标, 然后用原子力显微镜进行原子
尺度的观察、精确的高度测量以及一些材料物理特性

的测量.  

3  细胞生物学应用 
细胞是生命体结构与生命活动的基本单位 , 一

切生命的关键问题都要到细胞中去寻找 . 目前细胞

生物学研究已从细胞群体深入到单细胞及细胞组分

研究 , 因此需要一些具有高分辨和连续动态分析能
力的新技术新方法 . 而原子力显微镜的出现则正好
为细胞结构纳米尺度的观察及一些动态过程的获得

创造了条件 . 在原子力显微镜出现以来短短十几年
间 , 它已经被广泛地应用于生命科学的各个研究领
域. 借助它可以获得单个生物大分子、细胞的结构信
息, 对单个生物分子进行操纵; 借助它可以进一步了
解细胞结构与功能之间的关系; 通过它与其他技术
(如荧光显微术、扫描电子显微镜等)的联用可以拓宽
其应用范围 ; 通过对针尖的修饰 [16,17]可以研究生物

分子之间相互作用力, 进行反应位点识别成像等. 下
面将主要对原子力显微镜在细胞生物学方面的应用

进行综述.  

3.1  细胞固定方法研究 

对于原子力显微镜成像而言 , 样品在基底表面
的固定是一个至关重要的问题 , 对于细胞样品来说
尤其如此 . 如何将细胞样品固定得比较牢固又保持
细胞的原始状态是许多研究者关心的重点.  

最初的报道中细胞一般都是经过自然干燥固定
[18~24]后在空气介质中进行成像研究. 自然干燥固定
法是将一定量的细胞样品滴在基底上 , 然后在空气
中自然干燥, 干燥后形成一层平整连续的膜. 这种固
定方法非常简单 , 但是由于细胞在干燥过程中会脱
水, 因此对细胞形态等会有一定的影响.  

后来 , 如何在溶液状态下固定活细胞成为许多
研究者工作的重点 . 有研究者利用静电相互作用或
共价交联等方法来固定细胞样品[25~27]. Bolshakova小
组 [25]将基底表面进行聚赖氨酸修饰来固定细胞, 在
生理条件下细胞一般荷负电, 而聚赖氨酸荷正电, 因
此可以利用聚赖氨酸与细胞之间的静电相互作用固

定细胞. 这种细胞固定方法操作简单且重复性好, 是
目前为止用得最多的一种方法. 不过, 由于聚赖氨酸
与细胞壁存在一定相互作用 , 因而对细胞结构还是
存在一定的影响.  

最近Lu研究小组[28]则使用琼脂糖凝胶来固定细

胞, 并进行了活细胞的原子力显微镜研究. 琼脂糖凝
胶层能较牢固地固定细胞 , 并能提供必要的营养物
质以及一个相对湿的环境. 与聚赖氨酸法相比, 这种
固定方法能更好地维持细胞的原始状态 , 不过操作
相对要复杂一些 . 还有一些研究者将细胞固定于多
孔聚合物膜中, 利用聚合物膜上的微孔来固定细胞, 
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这种方法对细胞样品几乎没有任何损伤 , 特别适合
于进行细胞活体、动态过程等方面的研究[29~33].  

化 , 发现随着时间的增加细胞表面的粗糙度也随之
增加. Amro等人[20]用原子力显微镜对大肠杆菌细胞

外膜进行了高分辨成像 , 并探讨了经生物化学处理
后外膜结构及外膜渗透性的变化. Ohshiro小组 [36]则

利用原子力显微镜对体外神经原与肥大细胞的通讯

进行了研究. 此外, 还有一些小组将原子力显微镜用
于细胞移动[37]、胞吞作用[38]、胞外分泌过程的质膜

动力学[39]、细胞凋亡[40]等方面的研究.  

此外 , 有些研究人员应用原子力显微镜比较了
固定的和活的细胞成像的差别 [34,35]. Ushiki 等人 [35]

研究了活细胞在溶液状态下的成像 , 发现能够观察
到细胞膜下的细胞骨架结构 , 并比较了固定细胞和
活细胞的原子力显微镜图像差异 , 为其他研究者开
展这方面的研究工作提供了一定的参考.  

另外, 随着原子力显微镜在细胞研究中的深入, 
研究者们逐渐把可分析超微结构的原子力显微镜和

其他分析技术结合起来 , 对细胞的一些生物学过程
进行了研究. 在 1996 年, 有研究者使用原子力显微
镜成功地对核孔复合物(NPCs)进行了成像研究 [ 41] . 
后来Oberleithner小组 [42~44]应用原子力显微镜和荧光

显微镜等技术对NPCs结构与功能的关系进行了较全
面的讨论, 他们研究了三磷酸腺苷、二价钙离子、pH
值等对NPCs构型的影响, 并探讨了NPCs在调节矿物
类皮质激素醛淄酮从细胞外进入细胞内的过程中的

作用. 庞代文研究小组 [ 45]则利用原子力显微镜和荧

光量子点等对纳米二氧化钛薄膜光催化细胞损伤机

理进行了研究 . 他们使用原子力显微镜追踪了大肠
杆菌细胞壁细胞膜的损伤过程(如图 3), 使用量子点
等作为探针检测了细胞通透性的改变. 他们认为, 当
细胞在二氧化钛薄膜存在的条件下受到近紫外光照

时, 细胞壁首先降解, 接着细胞膜受到损伤, 细胞的
通透性随之发生变化, 细胞内物质渗漏出来, 从而引
起细胞死亡 .  此外 ,  他们还和其他研究小组一

3.2  细胞成像 

自从 20世纪 90年代初期Butt等人[18]首次将原子

力显微镜应用到细胞成像方面以来 , 陆续出现了很
多关于细胞成像研究方面的报道 . 有研究者直接用
原子力显微镜来观察细胞表面的超微结构. Lister等
人 [19]采用自然干燥固定样品的方法对耐辐射球菌

(Deinococcus radiodurans)进行了MAC模式原子力显
微镜成像研究(如图 2), 得到了高分辨的细菌表面形
貌图 , 观察到了细菌表面压缩的六边形中间层
(hexagonally packed intermediate, HPI). 

有些研究者则利用原子力显微镜对细胞的一些

生化生理过程进行了研究. Dufrêne等人 [29]利用原子

力显微镜观察到了白腐菌(Phanerochaete chrysospo-
rium)表面微结构在发芽前后的变化. 发芽前孢子表
面是规则的杆状物分布 , 发芽后表面上则形成了一
些不规则的颗粒状分布 . 他们还对活的酵母细胞进
行了高分辨的表面结构成像观察 , 发现除了芽区之
外, 水溶液中活的酵母细胞表面是均一平滑的[30]. 而
且他们还实时追踪了酶抽提过程中细胞壁结构的变 

 

 
 

图 2  细菌 HPI层的两个高分辨的原子力显微镜图像 
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图 3  随着光照时间增加细胞表面结构的原子力显微镜图像 
(a)~(d)分别为 0, 5, 10, 60 min 

 
起探讨了稀土金属离子La3+对大肠杆菌的生物学影

响[46]. Quist等人[47]则应用原子力显微镜、激光共聚焦

免疫荧光成像等研究了间隙连接半通道的生理作用

——依赖于胞外Ca2+的等渗体积调控, 他们发现非间
隙连接半通道可以随着胞外Ca2+浓度的变化而调节

细胞体积. 

3.3  力检测 

原子力显微镜还有一个重要的特点 , 就是在扫
描得到样品表面形貌的同时还可获得样品表面某一

特定点的力与距离的曲线关系 , 并根据此曲线得到
黏附力、键合力等数据以及样品的机械性质[48,49]. 关
于利用力与距离曲线关系进行力常数检测的报道很

多. Dufrêne小组[29]在对静止和发芽孢子的表面结构

和分子反应研究中发现 , 力与距离的关系曲线显示
孢子发芽过程中表面结构的变化与复杂的分子反应

有关: 静止孢子与AFM原子力显微镜针尖之间没有
黏附力, 而发芽孢子与针尖间则有很强的黏附力. 他
们还结合原子力显微镜和力谱对上述孢子表面大分

子拉伸情况进行了定量测定 , 得到的结果与以前文
献报道的单个右旋糖苷和直链淀粉多糖的弹性变形

量一致[32].  
有些研究者还将针尖进行特殊的修饰 , 进行黏

附力的测定及成像研究. Ahimou等人 [50]将针尖进行

了羧基修饰 , 然后在纳米尺度上对酵母表面的静电
性质进行了成像研究. Georgiou小组[51]则使用原子力

显微镜对细菌黏附行为进行了研究 , 分析了影响细
菌黏附力的因素 , 并通过针尖修饰发展了一种检测
细菌与生物材料之间作用力的方法 . Grandbois研究
组 [52]将针尖进行盖罩大蜗牛凝集素(HPL)的修饰并
对组A和O的红血球细胞混合单层进行了黏附力成像
(如图 4). 他们发现HPL能特异性地与乙酰基半乳糖

胺末端化的糖脂结合, 并且只有组A红血球细胞才在
其外膜表达这种糖脂. Ong等人[53]则将大肠杆菌修饰

到原子力显微镜针尖上 , 并检测了它与不同憎水性
表面的相互作用力 , 发现憎水性相互作用在细胞黏
附行为中起一定的作用.  

除了对表面形貌以及表面力进行研究以外 , 原 

 
图 4  红血球细胞混合单层的黏附力成像(a)和形貌成像(b) 
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子力显微镜还能用来研究样品表面的微观机械性质
[54~57]. Fang小组 [55]运用原子力显微镜对细菌表面弹

力性质进行了研究. Gimzewski小组[56]使用原子力显

微镜对酵母细胞细胞壁的纳米机械运动进行了研究, 
揭开了酵母细胞生物学的一个新的方面—细胞壁

动态纳米机械行为. Touhami等[57]则利用原子力显微

镜对酵母细胞表面的微观机械性质进行了研究 . 原
子力显微镜的形貌成像和力成像表明细胞表面的弹

性有着显著的区域性差异分布 , 在发芽区的黏弹力
明显比别的区域要大.  

3.4  细胞操纵 

使用原子力显微镜进行细胞操纵方面的报道可

以参照Ikai等人[58]的综述文章. 这里仅简单介绍一下
使用原子力显微镜和全内反射荧光显微镜联用来进

行单细胞的纳米操纵的方法. Ikai研究小组[14]将全内

反射显微镜和原子力显微镜组装在一起 , 利用原子
力显微镜针尖将荧光探针注射入单个活细胞中 , 再
通过荧光检测系统高灵敏的对荧光探针进行定位与

追踪. 通过使用这种联用技术, 将原子力显微镜的精
确定位机制与荧光显微镜的高灵敏分析结合起来 , 
使得它将在细胞生物学研究中发挥更重要的作用.  

4  展望 
综上所述, 在短短十几年间, 原子力显微镜获得

了广大研究者的青睐 , 并在细胞生物学领域得到了
广泛的应用, 然而, 它也存在着一些不足之处. 原子
力显微镜的分辨率受到探针针尖曲率半径的制约 ; 
针尖与样品的接触会污染针尖或对样品造成损害 , 
并难以进行快速连续动态分析 . 为了适应细胞研究
的需要 , 原子力显微镜应该在如下几个方面得到发
展: (1) 发展快速扫描的原子力显微镜以适应细胞生
物学领域一些快速动态过程的观察; (2) 发展具有分
子识别能力的原子力显微镜以区分复杂体系中形貌

类似的生物分子; (3) 发展大范围扫描的原子力显微
镜以适应一些细胞及组织器官等的成像研究; (4) 发
展新的细胞制样技术 , 简化操作并减小对细胞的损
伤; (5) 发展联用技术来拓展原子力显微镜应用范围. 
我们有理由相信, 随着探针技术、制样方法以及联用
技术等各方面的发展 , 原子力显微镜技术在生命科
学领域必将发挥更重要的作用.  
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