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摘　要 : 本研究利用原子力显微镜 (atomic force microscope , AFM)分别对 Al2O3 纳米模板、云母片及数字光盘在固相

及液相条件下进行形貌扫描和云母片上的力 - 距离曲线测量。实验结果分析表明液相条件可以降低针尖的展宽

效应 ,使得形貌成像更能够显示出物体的细微结构。在液相条件下 ,由于样品表面消除了静电效应和液体的阻滞

力结果 ,力 - 距离曲线显示了较好的力均一性。这些结果为 AFM实验技术研究生理条件下的生物样品的形态学

及生物分子之间的相互作用力提供了实验可行性。
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　　原子力显微镜 (atomic force microscope , AFM)是

一种源于扫描隧道显微镜 ( scanning tunneling

microscope , STM) 的扫描探针显微镜 ,它已广泛应用

于机械学、材料学、电子学及分子操纵等领域对微观

尺度的结构进行分析和检测[1 ]。与其它显微检测技

术相比 ,AFM的最大优点是不受被测样品导电性的

限制 ,这为 AFM在生命科学和生物医学领域中开拓

更广阔的应用前景提供了可行性[2 ]。利用 AFM扫

描获得样品形貌学信息 ,不仅对样品没有特殊的要

求 ,且制备样品方便简单 ,避免了利用电子显微镜观

察时所必需的真空条件和必需的样品前期处理工

作。此外 ,利用 AFM分析和检测样品不会破坏被测

样品[3 ]
,经 AFM检测的样品还可用于其它的生化实

验和临床诊断 ,这就避免了大量的珍贵生物样品和

临床标本的浪费 ,可以极大地提高样品的利用率。

目前 AFM在生物领域中的应用主要集中在测

量病理组织及细胞的表面形貌 ,所采取的手段多是

应用一些固定剂将细胞固定在固体表面上 ,待其干

燥后 ,利用 AFM探针对固定的细胞进行扫描来获取

形貌学信息[4 ,5 ]。但是 ,以此方法固定的细胞完全脱

离了细胞存活的生理环境 ,很难具有生物活性 ,所得

到的图像不能反映出细胞的真实形貌。为开拓

AFM在生物学及基础医学中的应用 ,作者开展了一

系列初步试验 ,研究如何在液相条件下获取生物样

品和医学标本的 AFM图像 ,研究如何检测液相条件

下细胞表面的力学特性及胞吞Π胞吐的动态过程。

本文报道了利用 AFM对一些材料在气相及液相条

件下进行形态学的测量以及探针力 - 距离曲线测量

的初步结果 ,为今后利用 AFM研究在生理条件下生

物样品的形态学、生物分子之间的相互作用力及生

物反应过程中的动力学奠定初步的实验基础。

1　材料与方法

本实验中作为形貌学研究的材料是用于制备纳

米线阵列的 Al2O3 纳米孔模板
[6 ]、光盘碟片 (CD2R)

和数字通用光盘 (DVD2R) 。本实验使用的 AFM为

北京本原纳米仪器有限公司的产品 ( CSPM4000) 。

原子力探针是 Budget Sensors公司生产的氮化硅探

针 (ContAL) ,微悬臂长 450μm ,力常数 012 NΠm ,针尖

曲率半径约 10 nm。利用接触模式 (contact mode)对

被检测样品进行扫描以获得形貌图像。最大扫描范

围 5μm ×5μm ,扫描图像像素 512×512 ,扫描频率 1

Hz。AFM扫描图像经自动平滑处理后消除低频噪

音。之后利用 CSPM2416 Imager 软件对图像信息进

行表面形貌和尺度的分析。

用于液相条件下的样品池为圆形陶瓷材料 ,通

过磁力固定在石英晶体扫描器上。在进行液相条件

下形貌图像扫描时 ,将待测样品静置在液体样品池

中 ,然后加入去离子水直到液面完全覆盖样品。为

减少液体中所含其它物质颗粒的影响 ,配制所有试

剂的液体均是经过滤膜过滤的去离子水。为使得在

两种不同的条件下测量的结果具有可比性 ,在液相
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条件下的工作参数尽可能接近气相条件下的工作参

数。但为了获得高质量的 AFM图像 ,本文在实际测

量中对实验参数进行了适当的优化和调整。

本实验中用于探针力 - 距离曲线测量的材料是

普通的天然云母片。利用接触模式 (contact mode)进

行探针力 - 距离曲线的测量 ,在操作界面中 ,选择

“力曲线”,进行力 - 距离的测量 ;选择“点测量模

式”,以便进行各个不同点数据的收集 ,采集点数 :

150。

2　结果

图 1和图 2分别是普通 CD光盘和 DVD光盘在

气相和液相下的 AFM扫描得到的表面形貌图像 (a2
气相条件 ;b2液相条件) 。图像显示液相条件下获得

的 AFM图像要优于气相条件下的图像 ,消除了边缘

的毛刺 ,使得沟槽与高峰部位的界限更加明显 ,细微

结构更加突出。

图 1　光盘碟片在气相 (a)和液相 (b)条件下的 AFM形貌图像。

Fig11　The AFM images of the CD in air (a) and in liquid (b) .
　

图 2　DVD2R在气相 (a)和液相 (b)条件下的 AFM形貌图像。

Fig12　The AFM images of the DVD2R in in air (a) and in liquid (b) .
　

　　图 3a和图 3b是 Al2O3 纳米孔模板在气相和液

相下的 AFM图像 ,它们清晰地显示了分布比较均匀

的近似六边形的纳米孔结构。这种结构与同样

Al2O3纳米孔模板的扫描电镜图像是一致的 (图

3c) 。比较图 3a和图 3b可看出 ,在气相条件下得到

的 AFM图像中 ,纳米孔的边缘比液相条件下的 AFM

图像模糊。在气相和液相下纳米孔的直径分别测量

为 63104 nm±5158 nm和 70136 nm±7103 nm。
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图 3　Al2O3 纳米模板在气相和液相条件下的 AFM形貌图像 (a和 b) ,以及扫描电子显微镜的图像 (c)。Bar = 1μm

Fig13　The AFM images of the Al2O3 nano2structured template in air and in liquid (a and b) , and its SEM image (c) . Bar = 1μm
　

　　图 4是测得的云母片在气相和液相条件下得到

的探针力 - 距离曲线 ,图中的箭头分别代表了探针

的进针方向和退针方向。通过探针针尖的形变量 ,

可以根据以下公式计算出作用在云母片表面上的

力。

F = k ×(Δx) ,Δx = Sz ×Sensitivity ×( V Zf - V Zi )

其中 , k是探针的力常数 ,Δx 是探针的形变量 , Sz

是扫描器伸缩系数 ,V Zf和 V Zi分别是 A FM 探针在进

针终点和进针起始点时所对应的电压值 ( Z坐标

轴) 。由图 4的数值 ,可以计算出在气相条件和液相

条件下探针与云母片之间的相互作用力 (表 1) 。

3　讨论

图 2、图 3和图 4的 AFM图像显示 ,无论 CD和

DVD或Al2 O3纳米孔模板 ,它们液相条件下的AFM

表 1　气相和液相条件下云母片表面的作用力

Table 1　The atomic force between mica surface in air and in

liquid

F (C2D) F (E2F)
斜率

(C2D)

斜率

(D2E)

气相 318072±014569 nN 010331±010036 nN 01055 01052

液相 713510±018086 nN 011329±011595 nN 01133 01133

图像都比气相条件下的 AFM图像清晰 ,更能够揭示

出样品的精细结构。本文将液态条件下获得高清晰

度 AFM图像的原因归纳如下。首先 ,当固体样品暴

露在大气环境中时 ,大多数样品的表面都会吸附一

个厚度为几纳米的覆盖层 (凝聚的水蒸气或其它有

机污染物) 。AFM探针在进针过程中 ,当 AFM探针

刚刚接触到这个吸附层时 ,吸附层将产生一个向下

的毛细作用力将探针吸入吸附层内 ,增加了探针对
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图 4　AFM探针在气相 (a)和液相 (b)条件下对云母片表面进行力 - 距离曲线测量。

Fig14　The measurement of the force2distance curve between the mica surface and the pinpoint in air (a) and in liquid (b) .
　

样品的总作用力。但当样品置于液体中时 ,由于探

针和样品完全浸泡在液体里 ,不存在毛细作用 ,大大

减小了检测时样品对探针的吸引力[7 ]。其次 ,在大

气条件下 ,固体样品的表面常常会附带着一些静电

荷 ,AFM探针因受到该静电场作用而极化 ,产生额

外的粘附力 ,这也会增加样品对探针的作用力。在

液相环境中 ,样品表面的静电荷会消散 ,或者因使溶

液在界面产生极性相反的离子层而被屏蔽 ,有效地

消除了因样品带有静电而产生的影响。由于静电力

和表面毛细的共同作用 ,AFM探针可以产生一定的

展宽效应 , 使得被测物体的尺度与真实的略有不

同。图 3a和图 3b的 AFM图像显示 ,同一模板上的

纳米孔的直径在气相和液相条件下分别测得为

63104±5158 nm和 70136±7103 nm ,都小于图 3c的

SEM图像中的纳米孔直径 (70185±5158 nm) 。这些

结果表明 AFM探针在气相条件下产生的展宽效应

要大于液相条件下的展宽效应 ,因此在液相条件中

所得的图像更能反映出被测物体的真实尺度。

在液相条件下采集 AFM 图像具有挑战性。

AFM图像的质量还与样品本身特性密切相关。一

般而言 ,硬度越高的物体 ,它的 AFM图像也就越清

晰。但是 ,对于生物样品 ,液相条件下和气相条件下

的AFM图像会大不相同。在液相条件下采集 AFM

图像 ,首先需要将生物样品固定在基片上[4 ]。此外 ,

在近于生理条件下的液体中 ,细胞以及蛋白质还会

具有一定的活性 ,因此细胞表面会表现出一定的弹

性 ,生物分子 (蛋白质或 DNA)的空间构象也处在一

个动态平衡过程中。这些都会使得生物分子的

AFM图像的清晰度降低。但在气相条件下 ,脱水的

细胞表面表现出一定的硬度 ,蛋白质的空间结构也

变得相对稳定。因此 ,在液相条件下采集具有生物

活性的生物样品的 AFM图像具有一定的难度。

其次 ,在液相条件下采集 AFM图像时 ,AFM探

针要完全浸没在液体中。在信号采集过程中 ,用来

检测 AFM悬臂弯曲程度的反射激光束要经过液体

后才能被光电倍增管接受到 ,因此液体表面上任何

一点微震都可以产生扰动信号 ,降低 AFM图像的分

辨率。本文在试验过程中 ,除了加强减震措施外 ,还

考察了扫描频率对 AFM图像的影响。通过实验 ,决

定采用最低扫描频率 1HZ来获得AFM图像 ,从而可

以将液面的干扰效应降低。

云母是一种天然的层状矿物 ,具有很好的绝缘

性和导热性 ,化学性质稳定 ,在云母片中的原子排列

具有特征性的六方环结构 ,因而常用来检测 AFM的

性能。此外 ,由于云母片的剥离面的缺陷少 ,平整范

围较大 ,具有较好的表面平整度 ,因此它也是 AFM

研究吸附样品时最常用的基底材料。

为了给下一步利用 AFM探针测量液相条件下

生物分子之间相互作用力奠定可靠的实验基础 ,本

文首先利用云母片作为基底材料来考查 AFM探针

与云母片之间的作用力。图 4是分别在气相和液相

条件下 AFM探针在云母片表面上的力 - 距离曲线。

图中的 A点→B点是探针针尖接触到云母片表面前

的进针过程。图中的 C点→D点是探针针尖接触到

云母片表面后继续进针的过程 ,也是 AFM探针悬臂

的形变过程。根据上述公式计算出的就是探针针尖
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形变时所受的作用力。计算结果表明 ,探针在液相

环境中受到的作用力 F(C2D)几乎是气相环境中同一

进针过程受到的作用力的 2倍 (分别是 71351 nN和

31807 nN) 。其次 ,作者观察到在液相条件下 ,AFM

探针在进针和退针 (D点→E点)过程中力 - 距离曲

线的斜率是平行的 ,计算出的斜率是 01133。但在

气相条件下 ,AFM探针在进针过程中力 - 距离曲线

的斜率 (01055)略大于退针过程中力 - 距离曲线的

斜率 (01052) ,这表明气相条件下 ,探针受到了不同

的作用力。第三 ,图 4 还显示了在退针过程中当

AFM探针脱离云母片表面的瞬间 ,AFM探针在样品

表面的吸附力 ( F(E2F) )也有所不同 ,他们在气相条件

和液相条件下的作用力分别是 010331 nN和 011329

nN。这可能是由于处在液体中的样品表面静电和

AFM探针脱离云母片表面时液体的阻滞力共同作

用的结果。具体的机制还有待于进一步探讨。

综上所述 ,本文对在液相条件下获取样片 AFM

图像和探针力 - 距离曲线进行了初步的尝试。通过

比较 ,发现同一样品在液相条件下的 AFM图像优于

在气相条件下的 AFM图像 ,能够显示出细微的结

构。此外 ,在液相条件下和气相条件下的探针力 -

距离曲线也有所不同 ,这可归结为在气相条件下样

品表面的静电效应和液体阻滞力的结果。下一步工

作是利用 AFM研究在真实生理条件下生物样品的

形态学、生物反应过程中的动力学信息等。
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Abstract : In this work we acquired AFM images of the Al2O3 nano2structured template , mica , CD and DVD in the solid phase and the liquid

phase respectively and measured the force2distance curve of the mica surface as well. Comparison shows that the AFM images obtained under

the liquid phase condition exhibit the fine structures of the objects due to the reduction of the broadening effect of the AFM cantilever. In

addition , the elimination of the electrostatic effect and the resistant momentum of the liquid phase , the force2distance curve in the liquid phase

displays a better uniformity. These results provide us the possibility that AFM could be applied to the biological or medical samples under

physiological conditions for the investigation of the cellular morphology and biological molecular interactions.

Keywords : AFM;liquid phase ;morphology ;force2distance curve
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