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细胞是生命的最小单位，所有的生命现象最终

都需从细胞中寻求答案，而细胞的功能依赖于细胞

的结构特性。从某种程度上来说，细胞的力学特性

可作为细胞结构的一个表征。在不同生理条件下，

比如细胞分化、黏附以及受到不同外界环境(剪切

力、应力等)影响的情况下，细胞的力学特性都会

存在差异。

目前有两套方法来研究细胞的力学性质。对细

胞个体而言，将细胞的弹性性质作为一个整体加以

研究；利用分离出的脂膜、生物膜、胞质蛋白具

体地研究细胞结构成分的力学性质[1]。相应地，出

现了许多成熟的技术手段，例如微吸管技术、干涉

差显微技术、扫描式声波显微技术、光镊、磁扭

转等[2-9]，这些方法得到的相关特性是对于区域较大

的样品而言的，在空间分辨率上是有限的。然而，
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原子力显微镜(AFM)可以通过施加一定大小的力对固

定条件以及生理条件下的细胞进行表面性质的扫

描，不仅具有纳米级的高分辨率，而且对细胞的损

伤可以降到最低，所以它被视为一种理想的工具用

以研究细胞表面的相关力学性质。Tao等[10]第一次

利用AFM检测弹性性质，通过记录力曲线可以得到

样品弹性的二维曲线图，并利用赫兹模型[11]得到在

特定的加载力下样品的弹性模量，这种方法已经被

应用于微生物细胞[12]、心肌细胞[13]、MDCK 细胞[14]

等的研究。

 · 技术与应用 ·
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1　AFM 的工作原理

A F M 主要是由样品扫描器、激光发生器、光

斑检测器、探针和信号控制系统五部分组成。当探

针在样品表面进行扫描时，由于针尖上的原子与样

品表面的原子发生相互作用，使微悬臂发生偏移，

同时作用于微悬臂尖端的激光也随着微悬臂的偏移

而发生偏转，结果显示在激光光斑检测器上，通过

检测器上的光斑的变化反映样品表面的三维相关信

息(图1)。

显微镜测量并记录了探针所感受的力，从而得到

力- 距离曲线，它几乎包含了所有关于细胞和针尖

间相互作用的必要信息。

图2 是一个探针偏移量与压电陶瓷Z方向位移

的距离曲线。微悬臂从位置1 开始不断接近样品表

面，如果微悬臂感受到的长程吸引或排斥力的力梯

度超过了弹性系数K，它将在与表面接触之前，向

上或是向下弯曲。图中所显示的是具有最小长程吸

引力的情况，因此曲线中的这个非接触部分没有显

示形变。当针尖非常接近样品而且受到足够的吸引

力，它就可能突然跳跃地同样品接触(如点2及其放

大图)。一旦针尖同样品接触，微悬臂固定端继续

接近样品，微悬臂型变量增加。如果微悬臂的刚性

很大，针尖就可能压入样品表面，此时曲线在接触

部分的形状和斜率能提供样品表面的弹性信息。如

双箭头所指部分，I 值表示样品被压缩的形变量

(indentation)。若样品为刚性远大于探针的弹性系

数，则曲线应该沿着位置3 的方向偏转。在微悬臂

受到的力达到了预定的值之后，微悬臂将被提起而

后退。由于探针同样品表面接触过程中有可能形成

黏附或化学键，引起微悬臂被黏附在样品一段距离

(如4 后区域)超过接近曲线的初始接触点，而微悬

臂继续被提起一段距离d后，黏附就能被打断(如位

置5)，微悬臂在表面上方重新达到自由状态6，此

时可以测量出断裂键或黏附所需要的力的大小。在

此曲线的基础上，将纵坐标的偏移量乘以微悬臂的

弹性系数，即可获得作用力 F= K ×d，则可转换为

力 - 距离曲线。

3　赫兹模型

赫兹模型是Hertz于1882年提出的一个关于接

触形变的一个理论模型，最初主要应用于固体之间

的接触作用，后来经过一系列的演化有效地运用于

图1　AFM 的工作原理示意图

2　AFM 研究活细胞的工作模式

2.1　图象扫描模式　根据样品的相关性质，AFM

可通过不同的工作模式进行检测，主要存在三种：

接触模式 、轻敲模式和非接触模式，其中前两种

模式较为常用。在接触模式中，探针与样品在扫描

过程中呈接触状态，两者之间的相互作用保持恒

定。当一个细胞样品呈高低起伏的状态时，为了防

止在扫描过程中细胞发生移位，细胞可以被捕获到

过滤器的小孔内，并吸附于盖玻片表面，也可以利

用已经铺展了聚L-赖氨酸或黏附蛋白的玻片或硅胶

片进行包被，这些方法都可以使细胞铺展于平坦的

表面上。对于轻敲模式而言，探针是处于振动状

态，当工作频率接近于探针的共振频率，将发生共

振，移动共振探针直到它轻轻接触到样品表面使共

振振幅减小。振荡振幅的减小作为反馈控制信号，

用以测量样品表面形貌。由于对样品实行间歇性接

触，所以对样品产生的横向力很小，对样品的损伤

也相应较小，因此，轻敲模式更有利于扫描活细胞。

2.2　力曲线扫描模式　当微悬臂固定端垂直接近，

然后离开细胞表面时，微悬臂和样品间产生了相对

移动。而在这个过程中微悬臂自由端的探针也在接

近，甚至压入细胞表面，然后脱离，此时原子力 图2    距离曲线模型[15](部分修改)
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生物样品[16]。如今赫兹模型描述的是一个无限硬的

探针施加一定的作用力到一个软而平坦的物体上，

加载力和压痕之间存在如下关系式[17]:
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其中 F 是加载力，E 为杨氏模量，ν 是湐松比，α
是探针的半开角度，δ 是压痕的深度。此模型反映

出接触面积可作为加载力功能化的指标，如下式：
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其中r 为接触面积的半径。

当样品硬度远远大于探针的弹性系数，则偏离量d

与样品高度 Z 相等：

z = d (3)

但如果样品的硬度很小，偏移量则需要加上压痕深

度进行矫正，上式要转换成：

z = d + d (4)

无论在何种情况下，加载力F 都应是探针的偏移量

与弹性系数之间的乘积，如下式：

F = κ × d (5)

将(5)式与(1)式联合起来就可以得到：
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(6)式通过转化与(4)式结合就可以得到z与E的关

系式：
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一般ν设为0.5，选择在细胞核上方区域进行力曲线

测定，根据力曲线我们可以得到一个偏移量d 与Z

方向压电陶瓷的位移，代入(8)式则可获得样品表面

的杨氏模量 E 。

4　细胞的杨氏模量(E)

随着 AF M 弹性检测方法的建立，已经运用于

许多不同种类，不同性质的细胞，表1 是有关细胞

杨氏模量的总结。

从上表可以看到对于不同类别和不同来源的细

胞所表现出来的细胞弹性都存在明显的差异。现可

将影响细胞弹性的因素归结为以下几个方面:

第一，样品的处理。利用原子力显微镜可以检

测空气界面下固定的样品以及生理条件下的样品。

生理条件下样品相对来说要软些，但是操作较为复

杂。而样品通过一些物理化学方法固定虽然能够提

高扫描图象的质量以及压痕结果，但是这些过程将

会改变细胞的结构、活性以及弹性。就如上表中显

示的，黏液球菌用戊二醛固定后细胞弹性(1.34 ±

0.66 KPa)比正常情况下(0.25±0.18 KPa)增加了4倍

多[18]。同样的，红血球用福尔马林处理后的弹性

(119.5±15 KPa)比生理条件下(16.05±2.3 KPa)增

加了10 倍[19]。

第二，样品所处的环境。在很多情况下都将

细胞吸附在基底上用以模仿体内环境，而基底的物

理性质将直接影响与细胞的吸附，从而进一步影响

细胞表面的性质。Domke 等[20]将造骨细胞吸附于不

同粗糙度的基底上，例如：钛钒、钛、聚苯乙

烯、玻璃。结果发现在不同基底上造骨细胞展现出

来的弹性是有差别的(TiV为2.1KPa，Ti为8.8 KPa，

PS为7.5 KPa，玻璃为5.5 KPa)。Abu-Lail和Came-

sano[21]使 E.coliJM109处于不同的极性溶液中，同

样发现在甲酰胺中的弹性为0.8±0.3 MPa，水中是

12.8±0.1 MPa，甲醇中的弹性是182±34.6 MPa，

低极性的溶液会促使柔软的样品表面多聚物压缩，

形成一个坚硬的外壳。

第三，细胞本身的异质性。从细胞整个个体

来说，核区细胞膜与边缘区域的细胞膜之间的弹性

模量是存在差异的。Mathur等[22]检测人的脐静脉内

皮细胞的弹性发现，在细胞核上方弹性约为7.22±

0.46 KPa，细胞边缘区域为1.27±0.36 KPa；Costa

和Yin[23]发现牛肺动脉内皮细胞体区的弹性模量要比

边缘小2－3倍；Rotsch 和 Radmacher[24]在研究细

胞骨架对细胞弹性影响时发现细胞伸展区域的弹性

为3 －5 KPa，而稳定区域弹性为12 KPa。从总结

的数据来看，我们会发现在富含微丝(F-actin)这样

的细胞骨架的区域表现出来的弹性模量都很大，而

有的时候由于外界环境的改变，细胞为了适应新的

环境，使细胞骨架发生重排，导致弹性分布有了变

化，所以细胞骨架在决定细胞弹性方面起了决定性

作用。

5　AFM 弹性检测在细胞生物学中的运用

5.1　血管内皮细胞的相关力学特性　血管内皮细胞

裱衬在整个心血管系统的内表面，为单层扁平上

皮，是血管壁与血液之间的分界细胞，是形成心血

管封闭管道系统的形态基础。由于血管内皮细胞处
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于血流与血管壁这么个特殊位置，所以随着血液的

流动，血管内皮细胞必然会受到不同程度的机械力剪

切的作用。若在此过程中出现异常，将有可能发生

动脉硬化。因此很多学者都从流体动力学的角度建

立不同的剪切力模型来模仿体内环境。Barbee等[34]

最早利用AFM 研究动脉内皮细胞在剪切力作用下细

胞结构以及力学方面的一些变化。Ohashi 等[35]发

现在剪切力下，动脉内皮细胞的弹性模量从0.87±

0.23 KPa增至1.75±0.43 KPa。

Trache等[36]将炎症调节因子组胺作用于动脉内

皮细胞，发现其可以促使细胞的收缩以及细胞间隙

的形成，而且作用后细胞表面的弹性模量也发生了

表1　相关细胞杨氏膜量的总结

细胞类型 细胞的杨氏模量 补充信息 参考文献

造骨细胞 TiV(钛钒)：2.1 KPa 置于不同的衬底上 [20]

Ti：8.8 KPa

PS(聚苯乙烯)：7.5 KPa

Glass：5.5 KPa

E.Coli JM109 甲酰胺：0.8±0.3 MPa 将大肠杆菌细胞处于不同溶剂中的弹性膜量 [21]

水：12.8 ± 0.1 MPa

甲醇：182±34.6 MPa

肌肉细胞 11.5±3.5 KPa 肌原纤维呈放松状态 [25]

84.0±18.1 KPa 肌原纤维呈收缩状态

红血球 16.05±2.3 KPa 生理状态 [19]

119.5±15 KPa 用 5% 福尔马林处理后

黏液球菌 0.25±0.18 MPa 野生型 [18]

1.34±0.66 MPa 用戊二醛固定后

肌细胞 18±6 KPa 来源于营养不良的小鼠中 [26]

肌细胞 50±30 KPa 伤口愈合处的肌细胞(富含肌原纤维)

心肌细胞 18±2 KPa 健康的小鼠体内 [13]

心肌细胞 55±15 KPa 心肌梗塞的小鼠内

癌症病人体内的细胞 0.53±0.10 KPa 癌细胞 [27]

1.94±0.70 KPa 正常细胞

鼠心肌细胞 35.1±0.7 KPa 年轻的小鼠体内(4月龄) [28]

42.5±1.0 KPpa 年长的小鼠体内(30月龄)

内皮细胞- M D C K 5－7 KPa 细胞的顶端 [14]

人类血小板 1.5－4 KPa 细胞核 [29]

100 KPa 细胞边缘

鸡的心肌细胞 5－30 KPa 细胞体 [22]

100－200 KPa 应力纤维

3T6 鼠胚 1.8 KPa 细胞核 [22]

20－60 KPa 细胞边缘

3T3 纤维原细胞 3－5 KPa 伸展区域 [24]

12 KPa 稳定区域

人脐静脉内皮细胞 7.22±0.46 KPa 细胞核 [22]

2.97±0.79 KPa 细胞体

1.27±0.36 KPa 细胞边缘

动脉中间层平滑肌细胞 5－8 KPa ----- [30]

骨髓样细胞(HL60) 855±670 Pa ----- [31]

淋巴细胞(Jurkat) 48±35 Pa ----- [31]

嗜中性粒细胞 156±87 Pa ----- [31]

星形胶质细胞 2－20 KPa 存在异质性 [32]

表层角质细胞 10－55 KPa 存在异质性 [33]
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改变，从8 ±2 KPa 增加到20 ± 5 KPa，可见组

胺会导致血管屏障紊乱。

5.2　细胞运动　细胞的运动归根结底是一个力学行

为，但是对运动细胞纳米尺度下的机械行为研究甚

少，这其中包括在细胞运动的某一阶段或是细胞本

身某一区域所表现出来的力学性质。

早期有些报道将纤维原细胞做为研究对象，利

用AFM实时观察细胞结构、细胞运动以及细胞所展

现出来的纳米机械行为的变化。Sasaki等[37]在培养

基中发现鼠的纤维原细胞的形态和弹性系数之间一

定的联系，数小时内，细胞会持续地收缩，同时

细胞表面的硬度也发生了一定的改变。Nagayama

等[38]发现静态的细胞与处于运动状态的细胞两者的

表面硬度分布存在差异。对于静态的细胞，它的硬

度为一个常数，但是当运动后，细胞核区对应的表

面硬度会明显的下降。而运动细胞的伸展区域，比

如说伪足，是力学研究的一个热点。Laurent 等[33]

对鱼的表皮角质细胞研究发现，虽然细胞伪足的垂

直高度几乎恒定，但是其伸展区的硬度是最大的，

而且弹性随着与边缘距离的拉大而减小。

此外，利用微悬臂的灵敏性，可以反映细胞

的运动情况，Pelling等[39]测得酿酒酵母细胞壁存在

具有特征频率的并依赖于温度的局部纳米机械运

动，在30℃时，振动的频率为1.634 KHz；26℃

时频率为1.092 KHz；20℃则变为0.873 KHz，并

且用代谢抑制剂NaN3处理细胞后，运动情况却消失

了，因此可以说明这种运动是受代谢驱动的。

5.3　细胞黏附　细胞黏附指的是细胞与细胞之间或

是细胞与基底、基质的黏附，它们之间往往是要通

过黏附分子相互作用而形成一定的黏附力。而且当

与不同的基底发生作用时，细胞表面的弹性模量也

会发生很大的变化。Domke 等[20]研究骨细胞与不同

的移植材料作用，发现细胞表面的弹性模量具有基

底依赖性。在钛钒衬底上，细胞弹性为2.1 KPa，

聚苯乙烯上的细胞弹性为7.5 KPa，而在玻璃上时，

细胞的弹性又变成5.5 KPa。Takai等[40]发现造骨细

胞MC3T3-E1 与细胞外基质蛋白黏附时所表现出的

弹性模量要远远大于与玻璃或是聚L-赖氨酸吸附时

的弹性模量。通过分析可知这种弹性的变化主要是

由于细胞骨架的重排引起的，而且细胞吸附于不同

的基底上可能会导致细胞力学信号转导的改变。

另外，利用 AFM 的力曲线可以得到细胞与细

胞之间或是与基质之间的黏附力大小，其中研究的

最多的是整合素与纤连蛋白之间黏附力的大小。

Puech 等[41]用 AFM检测斑马鱼原肠胚祖细胞的黏附

情况。由于Wnt11 是调节原肠胚细胞运动的一条重

要的信号通路，通过敲除Wnt11 基因可以破坏细胞

的黏附作用。最终将野生型细胞和Wnt11 突变细胞

黏附于包被有纤连蛋白的基底上，结果发现野生型

细胞的解离力为198－405 pN，而突变型细胞为123

－ 156 pN，可见Wnt11 信号通路的重要性，同时

整合素和纤连蛋白的作用对于维持细胞黏附也起着

重要的作用。

5.4　细胞骨架的研究　在细胞弹性的研究中，对细

胞的骨架的研究可以说是一个不可或缺的部分。若

对每一次细胞弹性改变的情况进行深层次的分析，

其实会发现这种改变在很大程度上来说都是由于细

胞骨架随外界环境的变化而发生重排造成的。所以

了解细胞的动态变化对于了解细胞分化，运动是十

分必要的。为了能够实时观察到细胞骨架的变化，

一般都会将 AFM 与共聚焦荧光显微镜联合起来分

析，有时为了研究特定的细胞骨架对整个细胞弹性

的影响，都会选择特定作用的药物作用于细胞，并

进行定性研究。

Rotsch和Radmacher[24]利用不同的药物(细胞松

弛素和Latrunculin A)作用于纤维原细胞(3T3 和

NRK)，发现细胞经细胞松弛素作用后，细胞的弹

性模量减少了65.5%，而Latrunculin A 的参与使弹

性模量减少了61.5%。因此，肌动蛋白纤维解聚将

会使细胞弹性明显降低，而微管的重组与否对细胞

弹性作用不明显，可见肌动蛋白纤维在维持整个细

胞弹性稳定方面具有十分重要的意义。Pelling等[42]

研究了不同微管对细胞形态以及稳定性的影响。当

细胞处于血清饥饿条件下时，Glu-MT 不存在，此

时细胞的弹性模量与血清富集条件下的弹性模量没

有明显差异。当细胞用分解Tyr-MT 的药物诺考达

唑处理后，血清饥饿条件下，细胞弹性呈指数下

降，而在血清富集情况下，细胞弹性需经历一次线

性下降后才出现指数下降的情况，并且在所有的过

程中肌动蛋白微丝是保持不变的，由此可以说明

Tyr-MT 和中间纤维在维持细胞稳定方面起主要作

用，Glu-MT 的存在起到支撑中间纤维的作用，而

使细胞出现暂时的“亚稳定”状态。

5.5　病理研究　AFM对于细胞病理方面的研究来说

是一个十分有效的工具，因为影响细胞结构的因子

必然也会促使细胞力学性质的改变。利用细胞的体
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外培养技术可以在培养的过程中，利用AFM来观察

某种或某些因子对细胞结构影响的同时对细胞表面

力学性质所造成的变化。这种AFM力学检测可以作

为一种敏感的工具来对病态细胞进行检测。

Cross等[27]利用 AFM技术成功的从疑患有癌症

的患者体内分辨出正常细胞和癌细胞。由于癌细胞

都具有转移特性，若发生转移细胞弹性势必会有所

改变，所以对癌症患者体内积液中的细胞进行力学

分析，结果发现转移性癌细胞比良性的细胞的弹性

模量要小70%，正常细胞的弹性大约为1.94±0.70

KPa，癌细胞的弹性模量为0.53± 0.10 KPa，两者

的弹性分布规律也不相同并且这种规律是不依赖于

癌症种类的。这种新颖的诊断方法要比传统的组织

化学、形态学法要准确得多，因为正常的内皮细胞

往往会出现癌细胞的形态，或是由于体外培养技

术，正常细胞在形态上有时会与癌细胞混淆而出现

假阳性，但是弹性上的差异是不会改变的，因此为

癌细胞的诊断提供了一条更准确的途径。

6　结束语

当处于一个动态环境变化以及一个动态行为的

过程中，细胞为了适应新的环境需求，细胞信号通

路以及细胞骨架势必发生一定的调整，而这些结果

将体现在细胞膜表面的力学性质变化。AFM 以其高

分辨率和对细胞的损害小等特性成为细胞膜表面研

究的一个十分有利的工具，它不仅可以反映细胞表

面的形态特征，而且还能间接定性的研究膜内的一

些结构变化，例如细胞骨架的动态行为。但是在运

用原子力显微镜的同时，我们依然会遇到一些棘手

的问题：一是原子力显微镜在扫描过程会造成细胞

的变形，最终将导致力曲线的变形，从而影响弹性

的测定；二是针尖的驱动有可能造成细胞的滑动，

这对实验将带来不少困难；三是有关杨氏模量的测

定；虽然赫兹模型是目前主要运用的模型，但是它

与细胞实际本身的弹性依然有些偏差，所以有望更

好模型的建立。总而言之，我们相信随着软件以及

硬件的进一步发展，原子力显微镜在细胞纳米力学

问题的研究上势必将发挥更重要的作用。
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