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摘  要: 原子力显微镜(AFM)作为生物样品表面表征的有力工具, 具有独特的优势。本文在介绍原

子力显微镜基本原理的基础上, 综述了原子力显微镜样品制备以及原子力显微镜形貌分析、力曲

线以及动力学分析在生物领域中的应用。  
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Abstract: Atomic force microscope (AFM) has become a powerful tool for the characterization of 
bio-samples surfaces. In this paper, the working principles and methods of AFM were explained and the ap-
plications of the sample preparation, image analysis, force curve and the dynamic analysis in the biological 
field were reviewed.  
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Binning 等 1986 年发明了第一台原子力显微镜

(Atomic force microscopy, AFM), 从此, 人们可以在

纳米 ,  甚至埃米级范围内对样品表面形貌进行表 

征[1]。与光学显微镜(OM)和其他电子显微镜(EM)相

比, AFM具有原子级分辨率, 可在真空、大气、液体

及温控条件下探测, 样品可以是导体、非导体, 也可

以是柔性的、甚至是活体生物样品, AFM具有样品

制备简单, 扫描过程中对样品无损伤, 能得到三维 

图像等优点, 并可对样品进行定性和定量分析。 

AFM能够表征样品的表面形貌, 研究样品的表

面性质, 在近生理条件下探测分子间作用的动力学

过程等, 因此 AFM受到人们的广泛关注。生物学家

正是利用AFM这些功能, 对生物结构、分子间作用、

动力学等进行研究。本文主要从 AFM原理、样品制

备及其在生物领域中的应用等几个方面进行了系统

地阐述。 
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1  AFM 原理及方法 

图 1是 AFM的原理示意图。探针的悬臂作为激
光的反射界面, 探针在样品表面扫描时, 探针和样
品之间的相互作用, 引起悬臂的偏转或者探针的振
动, 进而造成激光反射的改变。反馈系统通过控制
扫描管 Z 方向垂直移动, 对样品的每一点(X, Y)进
行扫描, 反射的激光进入光电检测器, 转化成电脉
冲信号 , 经过计算机处理转换成或明或暗的区域 , 
这样通过记录扫描管在每一点(X, Y)上的垂直位置, 
可以获得样品表面形貌成像的原始数据, 从而产生
了有明显对比度的样品表面形貌图像, 并可得到三
维图像。 

 
 
图 1  原子力显微镜的原理图 
Fig. 1  The principle of AFM  
 

AFM具有很多工作模式, 这里仅介绍根据作用
力不同而划分的 3种模式：接触模式(Contact mode)、
轻敲模式(Tapping mode)和非接触模式(Non contact 
mode)。它们分别发生在不同力区域内（图 2）。 

 
 
图 2  最常用的 AFM 三种模式发生区域示意图 
Fig. 2  Dragram illustrating the fource reginmes under the 
three most common AFM imaging modes  

 
接触模式发生在图 2 中的排斥力区域。所谓接

触模式, 是探针与样品表面紧密接触, 通过反馈系
统来调节悬臂的偏转程度, 从而保证样品与针尖之
间的作用力恒定, 当沿 X, Y方向扫描时, 记录 Z方
向上扫描管移动的距离 , 得到样品的表面形貌图
像。接触模式能够得到稳定、分辨率较高的图像, 一
般适用于表面硬度大 , 平坦且非常光滑的样品表
面。接触模式的缺点在于：第一, 当扫描横向较陡
的样品时, 易发生内侧力, 容易破坏探针或者样品; 
第二 , 由于探针在样品表面滑动容易产生粘附力 , 
使图像的分辨率下降; 第三, 由于探针针尖与样品
存在很大的作用力, 使得样品发生变形, 增大了探
针与样品的接触面积, 造成了样品厚度的随机变化, 
因此对柔软的、具有粘性的样品不宜用接触模式[2]。 

轻敲模式发生在图 2 的排斥力-吸引力共有区
域。为了克服上述接触模式的缺点, 轻敲模式应运
而生。轻敲模式也叫间歇模式[3](Intermittent mode), 
悬臂通过压电陶瓷使其在接近自身的共振频率时发

生较大的振幅振荡 , 与样品表面发生间歇的接触 , 
反馈系统通过调节样品与针尖的距离来控制悬臂的

振幅和相位, 记录扫描管 Z 方向移动的情况来获得
样品形貌图像。由于针尖与样品是间歇性接触, 时
间短, 有足够的振幅克服针尖与样品之间的内侧力
或粘附力, 分辨率较高。因此, 轻敲模式适用于柔
软、易脆、粘附力强的样品。另外轻敲模式还用于

相图的扫描。 
非接触模式与轻敲模式相似, 只是振荡的振幅

比轻敲模式小得多。由于探针与样品之间的长程作

用力, 如范德华力和静电力, 可以引起悬臂振荡频
率的变化, 通过检测驱动频率和振荡频率之间的偏
差, 可以调节悬臂在 Z 方向的位置, 并保证探针与
样品表面不接触[4]。由于在排斥力区域内探针不接

触样品 , 应将探针与样品的作用面积调节到最小 , 
以得到较高的表面分辨率, 因此采用这种模式, 对
于适当的样品可以得到原子级的分辨率。 

对于生物样品扫描, 在大气环境下, 通常使用
轻敲模式; 在液体环境下 , 最好使用接触模式 , 也
可以使用轻敲模式。 

2  样品的制备 

要获得高分辨率的 AFM 图像, 样品制备是非
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常重要的步骤之一。对于生物样品来说, 云母片、
玻璃及氧化硅都是极好的基底, 其中云母片应用最
为广泛 , 一般是用胶带纸将干净的云母表面剥离 , 
得到新鲜、平坦且不导电的云母片(最好吹净云母上
由于剥离而可能产生的碎片)。  

易于形成稳定的二维晶体膜的蛋白质, 可以通
过简单的吸附固定 , 并可得到分辨率较高的图   
像[5,6]。因为云母片、玻璃及氧化硅在中性条件下带

负电, 所以像溶菌酶等带正电的蛋白质也很容易通
过吸附固定[7]。在某些二价阳离子(Ni2+, Co2+, Zn2+

或Mn2+)存在的条件下, 可以用AFM观察得到DNA
照片[8]。另外, 在某些特定的条件下, 生物分子需要
通过共价吸附才能检测到。更详细的样品制备方法

可参考文献[9]。 
制备活体细胞的方法有物理和化学法两大类。

对于动物细胞, 物理方法是将它们分散, 然后粘附
到固体表面, 例如用粘性的蛋白质(骨胶原等)涂抹
基底[10]。也可以使用交联剂(戊二醛等)进行化学固
定, 这样可以防止细胞损坏或者细胞被扫描探针带
走[11]。对于细菌、酵母菌这样的微生物细胞在固体

表面不分散, 不能通过简单的吸附固定, 而化学方
法比较好, 通过聚阳离子预先处理基底或者通过共
价键等强的吸附固定[12]。物理方法主要是通过琼脂

凝胶或多孔疏松的膜捕获细胞。琼脂凝胶常用作为

柔性的基底, 可直接观察样品生长过程[13]。在多孔

疏松的膜中, 细胞能吸附到与细胞大小相近的多孔
的聚合物膜中, 如果扫描过程中没有细胞的分离或
损坏, 可以进行重复扫描。 

3  应用与结果分析 

AFM 可在真空、大气、液体及控温条件下对

DNA、RNA、蛋白质、类脂、碳水化合物、生物分
子及菌类等[14-17]生物样品进行探测, 得到样品表面
的结构、性质及动力学等方面的信息, 对样品进行
定性或者定量分析。 

3.1  AFM 形貌图和相图 
对于不同的样品, 采用不同的扫描模式进行形

貌扫描, 得到高分辨率的形貌图, 结合这些图像可
对样品进行定性或者定量分析。 

与 SEM相比, AFM在生物样品研究中具有明显
的优势, 因为它可在空气或者各种近生理条件中直
接探测生物样品的表面性貌和结构特征, 而且具有

极高的成像分辨率, 横向分辨率可达 0.1 nm~1 nm, 
纵向分辨率可达 0.01 nm ~0.2 nm。例如, AFM在不
同条件下对各种 DNA 进行形貌扫描, 可得到 DNA
的质粒结构、环状结构、单链结构、双链结构等。

在近生理条件下, 可以得到各种DNA的长度和高度, 
观察蛋白质的细微结构和大小, 对于各种细胞的研
究, AFM 可以测细胞的长度和宽度, 还能测出细胞
膜的离子通道等细微结构。 

AFM 可以研究生物样品之间相互作用过程中

的形貌变化。例如：胡怡等人[18]采用原子力显微镜

研究了人血小板与Ⅰ型胶原膜相互作用过程中的形

态变化, 发现其内部 α 颗粒释放时带出的蛋白原同
样可以导致血小板的聚集。与Ⅰ型胶原膜作用后单

个血小板大多处于活化过程中的树突型, 并有着彼
此相互聚集的趋势, 在每个血小板周围都有许多分
泌物 , 这些分泌物有着不断向血小板扩散的趋势 , 
而且扩散的方向多指向另一血小板。AFM形貌扫描
还可为某些生物分子作用机制研究提供新信息。例

如：Bozec等人[19]用 AFM研究了自然状态下矿物质
溶解暴露出的骨和牙质胶原的图像, 对其在完全矿
化和破骨细胞调节骨吸收后的形貌进行研究, 表明
AFM 原位分析骨胶原质的形貌性质可用来研究骨

骼组织机械性能减弱的作用机制。 
具有不同机械性能和粘附性的样品, 在驱动频

率和悬臂的实际频率之间, 相信号振荡频率产生滞
后现象 , 这种图像将和形貌图一起产生 , 称为相  
图[20,21]。相图一般运用轻敲模式得到。由于粘度、

扫描速度、卸载力及样品表面形貌和物质性质等参

数的影响[21,22], 相图只能够显示样品表面材料性质
的变化, 提供定性分析的数据, 很难进行定量分析。 

对形貌图而言, 相图具有辅助说明的作用。相
图能够给出高度图或者振幅图中看不到或者很少看

到部分。在相图中, 亲水区域比疏水区域颜色暗, 柔
软的区域比硬的区域暗。图 3 为空气中细胞溶解泡
囊的高度图(A)和相图(B), 图(B)具有两块很明显的
相区, 中心区域的有大块面积的颜色暗为一相, 而
周边颜色亮为一相, 这是因为扫描过程中泡囊被破
坏 , 而内泡有蛋白多糖 , 具有亲水性和粘附性 , 而
外泡没有蛋白多糖, 但在高度图(A)中没有看到这样
的差别 , 因此高度图不能得到样品表面的准确信
息。有时样品的形貌图不容易鉴别, 运用相图可以
得到较好的结果, 例如, 通常在大气或者液体条件
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下, DNA 的高度图和相图是相同的, 但在某些情况
下, 样品中的水分或者探针的影响, 运用高度图无
法很好的识别 DNA, 此时运用相图就能很好的识别
DNA 的形貌。Holland 等人[23]发现高度图无法分辨

出固定在低密度聚乙烯的纤维蛋白原, 而相图则成
功地表征了纤维蛋白原的分散状态。利用 AFM相图
可以清楚地分辨出人类精子脱膜后头部边缘残留的

膜块, 而高度图则无法分辨[24]。 
 

 
 
图 3  细胞溶解突触泡在空气中的高度图(A)和相图(B) 
Fig. 3  Height mode image Phase mode image of lysed synap-
tic vesicle in air 
 
3.2  力曲线 

力曲线的检测是AFM主要用途之一, AFM能够
定量分析探针针尖与样品表面之间的皮牛级作用力, 
应用于分子间相互作用的检测, 包括微米级和纳米
级材料的机械性能, 例如表面粘合力[25,26]、表面的

吸引力和排斥力[27,28]、生物分子结合力的性质[29]。 
力曲线可以用许多形式表示。最常用的形式是

力-距离曲线。在力-距离曲线中, 纵轴表示悬臂受到
的力, 它是由虎克定律来计算悬臂的偏折而产生的
力(f= −k·d, k是悬臂的弹性常数, d是悬臂偏折的距
离), 横轴为扫描管的伸缩距离。在接触区, 接触点
(Zero separation distance)由力曲线的垂直部分的位
置确定, 因为仪器没有提供针尖与样品分离距离的
测定方法, 当表面的长程作用力或样品形变占主导
地位时, 如细胞表面, 接触点的确定就比较困难。记
录样品表面性质另一种常用方式为力-体积曲线, 它

是在确定的 XY 面的某个点或者多个位置进行力的
测定, 对于定量测量力的大小, 必须对悬臂的弹性
常数进行校正, 通常使用的方法为几何或者热力学
方法[30]。 

图 4为典型的力-距离曲线图。当探针与样品距
离较大时, 二者的相互作用力为零(A), 悬臂没有偏
折。当针尖接触样品时, 排斥力使悬臂向上弯曲(B), 
直到靠近样品表面。这种接触过程可以用于测量表

面力, 包括范德华力和静电力、溶解作用、水合作
用及桥键作用。理论上, 将探针从样品上撤离也会
造成探针同样程度的偏折, 而实际上, 在样品上发
生的力学行为取决于样品的硬度。在硬度大而不变

形的样品表面, 力曲线为垂线(C), 而在柔软的表面, 
由于产生凹陷, 使力曲线发生变化, 得到图中 C'的
形状。用适当的理论方法分析这种行为, 可获得样
品的粘弹性信息。从样品上撤回探针, 力曲线出现
了滞后现象, 称为粘合力(D), 这常用来估计样品的
表面能或者互补生物分子之间的结合力。在有长而

柔韧性的分子存在时, 由于延长力的吸引而可能产
生非线性力曲线(D')。 

 

 
 
图 4  典型力-距离曲线图 
Fig. 4  The foece vs. diatance curve 

 
目前研究较多的受体与配体之间的作用主要是

外援凝聚素和互补碳水化合物之间的作用, 他们调
节细胞的相互作用, 对活性有机体的诱发感染、促
进类聚效应、控制差异等不同过程的控制起重要作

用。例如, α-甘露糖基和 α-葡糖基的结合导致植物中
外援凝聚素伴刀头豆球蛋白 A有显著的凝聚性。在
低聚葡萄糖多聚己糖修饰探针和伴刀头豆球蛋白 A
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修饰基底之间使用 4000 皮牛/秒地卸载速度来记录
力曲线 , 大多数的撤出曲线表明非键合力约为  
100 皮牛[31], 再用甘露糖或者羟基修饰的探针测量, 
没有观察到粘附力, 表明这种粘附力来源于单个外
援凝聚素和碳水化合物分子之间特定相互作用。 

细菌病原体致病通常是细菌表面细胞粘合分子

之间相互作用引起的。例如, 结核病由结核丝杆菌
经由肝素-血胶精粘附素(HABA)结合, 而粘附在上
皮细胞的硫酸乙酰肝上造成的。为了探索单个的

HABA之间的结合力, 在涂 HABA探针针尖与涂敷
有肝素的基底之间记录力曲线[32], 使用 10000皮牛/秒
卸载速度, 所记录的力曲线表明粘附力为柱状双峰
分布, 峰的平均值分别为 50 皮牛和 117 皮牛, 这是
由 HABA和肝素之间的作用力造成的。用肝素或者
牛血清蛋白修饰探针针尖来代替 HABA修饰的探针
针尖时, 粘附力明显下降。Pereira 等人[33]也测定了

(Nimodipine) 修 饰 的 AFM 针 尖 与 植 物 酵 母

(Cerevisiae)活细胞之间的黏附力。Razatos 等人 [34]

用AFM研究了细菌 E. coli的黏附作用, 发现黏附力
受 E. coli细胞表面的核心脂多糖长度和生成荚膜异
多糖酸的影响。这些结果表明在细胞粘附过程中分

子机理的研究中力曲线是非常有用的手段。力曲线

在研究基于单细胞与单分子技术的细胞与环境界面

相互作用也取得了许多进展[35]。 

3.3  动力学分析 
AFM可以在接近生理条件溶液中, 观察生物分

子之间的组装和相互作用的动态过程。研究这些动

力学过程, 有利于生物结构和功能的研究, 也可进
行定性或者定量分析。例如 Argaman等人[36]研究了

在溶液中, 以 DNA 为模板, 由 E. coli RNAP 诱导
RNA的合成过程。Bezanilla等人[37]在有 Ni2+离子存

在的溶液中, 运用轻敲模式来研究脱氧核糖核酸酶Ⅰ

降解 DNA的过程。这些定量动力学性质通过慢速拍
摄(Time-lapse)AFM获得, 例如, E. coli rnap的扫描
速度每秒为 1.5 个核苷酸 , 这比溶液中速度慢 3   
倍[38]。 

实时 AFM(Real-time AFM)可对个体生物分子
组装相关的结构构型和作用态进行的定性分析[39]。

目前, 这方面主要有三磷酸腺苷、钙和二氧化碳调
节细胞核膜孔结构的研究[40,41], 这些研究表明三磷
酸腺苷和钙诱导孔收缩, 方便了大分子在核仁和细
胞液之间传输, 但是二氧化碳会诱导孔的塌陷与核

心的分离。Li 等人 [42]报道了采用 AFM 实时观测

DNA 与三磷酸腺苷(RecA-DNA-ATPγS)复合物的分
解过程, 表明AFM可用于DNA分子反应过程研究。
Kobayashi等人[43]采用高速 AFM实时观测了抗生蛋
白链菌素结合/离解成 DNA的过程, 表明 AFM在分
子反应机理研究中可望发挥作用。 

3.4  其它用途 
AFM除对样品表面形貌表征, 表面性质的分析

及对生物活体进行动态研究外, 还可以对原子、分
子进行纳米级操作和加工。例如, AFM对 DNA进行
切割, 对切割片段进行获取。对生物分子的纳米操
纵, 成为新的生物学方法, 可以获得生物大分子的
新信息, 也为生物大分子的应用展示了更广阔的前
景。另外, AFM成像和操纵的联合使用, 使得人们可
以从宏观到单分子尺度上, 对生物系统进行精确、
可控的修饰和研究。 

4  结论与展望 

AFM可在不同环境下, 运用不同模式得到生物
样品的表面形貌 , 表面性质及动力学过程等信息 , 
已经成为生物研究领域中不可缺少的工具。通过

AFM 相貌图并辅以相图可以更加真实地反映样品

表面结构, 力曲线可用于研究生物样品分子间皮牛
级作用力的大小, 并为生物样品的分子间作用机理
提供有力证据, 同时可以研究生物分子之间的相互
作用的动力学过程, 可望在生物分子反应机理研究
方面发挥作用, 通过对生物样品的操作和加工, 可
实现对生物系统的微观精确调控。随着人们对 AFM
在生物领域中应用研究的深入, 必将促进生物科学
发展进入新的时代。 

与此同时 , AFM 也存在很多局限性。探针是

AFM 的核心部件之一, 直接决定图像的分辨率, 锥
形等几何构型的探针具有增宽效应 , 针尖容易钝
化、污染, 虽然在液体中成像, 探针被自然清洗, 但
针尖与样品发生作用的同时 , 与液体也发生作用 , 
而且针尖会被水膜包裹, 这些都会使图像的信噪比
减弱 , 导致图像分辨率降低 , 样品的表面张力 , 水
分子膜及静电力等因素也会影响图像的分辨率。与

SEM相比, AFM成像速度对图像的分辨率也存在很
大的影响。这些缺陷都需要新技术来弥补。 

近年来, 随着科学技术的不断改进和发展, 新
的 AFM操作模式如磁场操作模式(MAC-AFM)[44]、
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频率-力调节模式(FFM-AFM)[45]、频率-振幅调节模
式(FAM-AFM)[46]等不断涌现, 使得 AFM 测试所得

的图像数据更接近真实情况, 而且对样品的破坏降
低到最低程度。另一方面, AFM与其他技术联用(扫 
描电子显微镜 SEM、透视电子显微镜 TEM、X-射

线衍射及核磁共振 NMR 等), 将进一步提高对生物

样品结构的研究能力, AFM的功能及应用范围也将

会不断扩展和更加深入, 必将对科学的进步发挥更

大的作用。 
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