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摘 要:综述了原子力显微镜( AFM) 的基本原理及其在皮革领域中的应用进展，概括了 AFM 在研究胶原形态结构、鞣
制机理、环境因素诱导的胶原聚集以及皮革化学品等方面的一些主要结果，并做了简要的评述。
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Abstract: The basic principles of atomic force microscopy ( AFM) and its applications in the leather field were summarized．
The main research progresses on the morphological structure of collagen，tanning mechanism，collagen assembly induced by envi-
ronmental factors，as well as leather chemicals，were reviewed．

Key words: AFM; leather; collagen; tanning mechanism

引 言

1982 年，IBM 公司苏黎世实验室

的 Binning 等人发明了世界上第一台

扫描隧道显微镜( 简称 STM) ［1］，从而

可在原子级分辨率水平上测量材料的

表面形貌，为人类探索超微观世界的

奥秘 提 供 了 有 力 的 观 察 和 研 究 工

具
［2］，由此发明者获得了 1986 年的诺

贝尔物理奖。随着 STM 在表面科学

和生命科学等领域中的广泛应用，相

继出现了许多同 STM 技术相似的新

型扫描探针显微镜 ( SPM) ，主要有扫

描力显微镜 ( SFM) 、弹道电子发射显

微镜 ( BEEM ) 、扫描离子电导显微镜

( SICM ) 、扫 描 近 场 光 学 显 微 镜 ( SN-
OM) 等，它们都可以在极高分辨率条

件下研究不同材料的表面 或 界 面 结

构。其中，Binning 等 人 于 1986 年 发

明的 原 子 力 显 微 镜 ( atomic force mi-
croscopy，简称 AFM) 是最具代表性的

扫描力显微镜，也是 SPM 家族中应用

最广泛的表面观察研究工具之一
［1］。

AFM 不 仅 能 在 原 子 尺 度 上 对 导

体、半导体表面进行成像，而且能获得

诸如玻璃、陶瓷等非导电材料的表面结

构，并能够根据研究材料的不同需要，

在真空、大气或水中实时地直接观察物

体; 不仅可得到样品的三维形貌图像，

也可以对材料表面进行粒度、厚度、粗
糙度等计算统计; 不仅可以探测分子间

的作用力，而且可对材料实现纳米操

纵。与扫描电镜 ( SEM) 相比，AFM 纵

向分辨率高，克服了必须在真空条件下

测试的限制，而且检测非导电材料不需

要喷金处理，更适用于生物材料研究;

而与透射电镜( TEM) 相比，AFM 对样

品损害小
［3 －5］。因此，尽管 AFM 问世

时间较短，其应用理论与技术迅猛发

展，在高分子材料科学、生命科学以及

表面科学等领域中广泛应用。近年来，

AFM 技术也受到皮革领域研究工作者

的关注，在研究胶原形态结构、鞣制机

理、环境因素诱导的胶原聚集、皮化材

料等方面，已有一些文献报道。本文首

先简介原子力显微镜的工作原理和成

像模式，着重对其在皮革学科领域中的

应用情况进行回顾和评论。

1 AFM 的工作原理

1． 1 AFM 的基本原理

与光学 显 微 镜 和 电 子 显 微 镜 不

同，AFM 不是采用光学或电子透镜来

成像，而是利用尖锐探针在样品表面

上 方 扫 描 来 检 测 样 品 的 一 些 性 质。
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AFM 的基本工作原理如图 1 所示。

图 1 AFM 工作原理示意图

将对微弱力极敏感的微悬臂一

端固定，另一端有一微小的尖锐探针，

当探针与被测样品接近时，探针与样

品间发生原子间的相互作用力，这一

作用力导致微悬臂发生弹性形变，光

电检测系统可通过微悬臂背面反射的

激光 束 的 位 移 检 测 到 这 一 变 化。在

AFM 经常使用的恒力模式下，反馈系

统根据检测器电压的变化，不断通过

压电陶瓷调整针尖或样品的 Z 轴方向

的位置，保持针尖—样品间作用力恒

定不变，针尖和样品所被调整的 Z 轴

距离作为 Z 方向的信号，再加上表征

样品被扫描位置的 X、Y 方向信号，即

可得到样品的表面形貌。AFM 的图

像也可以使用“恒高”模式来获得，也

就是在 X、Y 扫描过程中，保持针尖与

样品之间的距离恒定，通过测量微悬

臂 Z 方向的形变量来成像。这种方式

不使用反馈回路，可以采用更高的扫

描速度，通常在观察原子、分子像时用

得比较多，而不适用于表面起伏比较

大的样品。根据所研究样品表面结构

性质及研究需要的不同，相应的还可

以选用其它操作模式，如恒梯度模式、
谱学模式等，利用谱学模式可以测得

力—距离曲线，从而测量探针与材料

表面的各种相互作用力，得到表面定

域粘弹性质的信息
［1］。

1． 2 AFM 的成像模式

根据探针同样品间距离及作用力

性质的不同，AFM 主要有 3 种成像模

式: 接触模式、非接触模式、轻敲模式

或称动态模式
［6］。

在接触模式中，针尖与样品间距离

小于 0． 03nm，原子间力为排斥力，其大

小为 10 －8 ～10 －11N，可认为针尖始终和

样品接触，在样品表面简单移动，以恒

高或恒力等模式进行扫描。接触模式

通常可以产生稳定的、高分辨率的图

像，但是由于针尖在样品表面上滑动及

样品表面与针尖的粘附力、毛细作用

等，可能使针尖受到损害、样品变形，得

到假象，所以接触模式一般不适用于研

究生物大分子、低弹性模量样品以及容

易移动变形的样品
［7］。

在非接触模式中，针尖在样品表

面上方振动，探针距离样品表面上方

5 ～ 20nm，始终不与样品接触，探针监

测器检测的是范德华吸引力和静电力

等长程作用力。这种模式虽然增加了

显微镜的灵敏度，但由于针尖与样品

间距较长，分辨率比接触模式和轻敲

模式都低，成像不稳定，操作相对困

难，通常不适用于在液体中成像，在生

物中的应用也较少
［7］。

轻敲模式是介于接触模式和非接

触模式之间的成像技术，微悬臂在其

共振频率附近作受迫振动，轻轻地敲

击样品表面，间断地和样品接触，针尖

与 样 品 间 的 作 用 力 通 常 为 10 －9 ～
10 －12N。由于针尖与样品接触，分辨

率几乎同接触模式一样，同时由于接

触短暂，可提供针尖足够的振幅来克

服针尖和样品间的粘附力，避免针尖

粘附到样品上; 另外由于作用力是垂

直的，表面材料受横向摩擦力和剪切

力影响较小。不过，这一垂直力也会

使柔软或有弹性的样品表 面 发 生 变

形，所以轻敲模式图象经常反映的是

样品表面形貌与弹性特性的混合。轻

敲模式在大气和液体环境下都可以实

现: 在液体中，由于液体的阻尼作用，

针尖与样品的剪切力更小，对样品的

损伤也更小，所以可以对活性生物样

品进行现场检测、对溶液反应进行现

场跟踪等。轻敲模式在高分子聚合物

和生物样品的研究中应用较多
［6 － 7］。

轻敲模式的另一重要应用是相位

成像 ( phase imaging) ，即通过测 定 扫

描过程中微悬臂的振荡相位和压电陶

瓷驱动信号的振荡相位之间的差值，

来研究材料表面的不同性质。相位成

像技术可以用来研究样 品 的 表 面 摩

擦、材料的粘弹性和粘附性等，也可以

对表面的不同组分进行化学识别，比

如它对于识别表面污染物、复合材料

中的不同组分以及表面粘性或硬度不

同的区域非常有效。它所得信息与横

向力显微镜相近，但因为采用了轻敲

模式，可以适用于柔软易损、粘附性强

或与基底结合不牢的样品
［1］。

对于一定的试验体系，即使是轻敲

模式，吸附颗粒也可能粘附到探针上，

造成双针尖假象。在实际操作中，通常

根据被测材料的特性以及不同的研究

需要，选择合适的操作模式与成像模

式。例如对柔软的胶原纤维的成像多

采用轻敲模式，因为轻敲模式所用的力

比接触模式低，并且摩擦力更小
［8］。

2 AFM 在皮革学科中的应用

近现代 分 析 测 试 技 术 的 快 速 发

展，也带动着皮革学科的研究从宏观

到微观、从对反应现象的描述到对制

革本质的探究，并从而推动了工艺技

术的不断革新。近年，AFM 作为一种

在分子水平研究非导电材料微观结构

形貌的强有力工具，它的应用成为皮

革领域的一种新的研究手段，并由此

得到了一些有价值的信息。

2． 1 AFM 在胶原形态结构研究中的

应用

作为制革原料的动物皮是一种复

杂的生物组织，其特有的纤维编织结构

是皮革物理机械性能的基础，制革工艺

过程中的化学、机械和生物作用，就是

通过适度改变其组织结构并由此决定
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成革的性能和质量
［9］。动物皮中含量

最高的成分是胶原，胶原纤维具有多级

结构，胶原最基本单位是胶原分子，是

由 3 条左旋 α 肽链构成的右手螺旋分

子，直径 1． 5nm，长约 280nm，5 个胶原

分子按照四分之一错列排列，并通过首

尾重叠部位相互交联形成微原纤维，直

径约为 8nm，微原纤维进一步形成直径

为 30nm 到 500nm 不等的原纤维，原纤

维排列形成基础纤维和纤维束。AFM
使得人们可以直观观察到胶原的细微

结构。根据制样方法的不同，我们这里

把样品分为 2 类，原生胶原纤维和再生

胶原纤维，前者是指从动物体上取下的

组织，经过去肉、脱脂等步骤，直接用于

AFM 观测，后者是指经过酸法、碱法或

酶法分离提取出的胶原溶液，再经过一

系列的处理制得的样品。
Revenko 等

［8］
用 AFM 观测了原生

的鼠尾跟腱胶原纤维和再生的鼠尾跟

腱胶原纤维，并与 TEM、SEM 测试结

果比较。他们采用轻敲模式观测到的

原生胶原纤维宽度约为 200nm，D 周

期 为 69nm，明 暗 带 之 间 高 度 差 为

16nm; 重 组 的 胶 原 纤 维 宽 约 90 ～
130nm，D 周期 67nm，明暗带间高度差

为 4nm。与电镜结果比较，AFM 的横

向分辨率 ( XY 方向) 接近 SEM，不如

TEM，但是 AFM 具有 Z 方向分辨率高

的优势，能够获得明暗周期高度差。
Baselt 等

［10］
用 AFM 研究了原生鼠尾

胶原纤维和再生牛皮胶原 纤 维 的 形

态，得到类似的结果，原纤维 D 周期为

60 ～ 70nm，明暗带间的高度差随原纤

维的粗细由 5 到 15nm 不等，与 TEM
的结果相似，还发现在明带中有 1nm
深的小暗带; 当将胶原纤维浸入水中

测试时，D 周期等结构不再明显。
利用 AFM 可以观察胶原纤维的

顺序自组装过程。Gale 等
［11］

先制备

了胶原溶液，然后在不同的时间间隔

取样于 AFM 下检测，观察到牛皮胶原

从胶原分子 ( 直径 1 ～ 2nm，长 300 ～
500nm) 到微原纤维( 直径 2 ～ 6nm、长

大于 10μm，D 周期约 67nm) ，再到原

纤维( D 周期约 67nm) 的顺序自组装

过程。Cisneros 等
［12］

用 AFM 追 踪 了

牛皮胶原的自组装，提出胶原分子间

先相互聚集成低聚物，然后重新排列

组装成微原纤维的推论。
AFM 不仅可以观测胶原纤维表面

形貌，而且可以对胶原进行纳米解剖，观

测胶原纤维内部结构形貌，进一步测试

胶原的一些性能。Wen 等
［13］

在获得 FLS
( 长间距片段) 型胶原纤维的表面形貌

之后
［14］，利用AFM 实现了对单根胶原纤

维的纳米解剖，对内部结构直接成像。
Strasser 等

［15］
不仅通过显微解剖对牛皮

胶原内部结构清晰成像，并且利用 AFM
记录力—距离曲线，对胶原纤维外部和

内部的弹性性能进行了测试。其结果显

示: 牛皮胶原原纤维高度为 30nm，宽度

为 270nm，呈现清晰的明暗交替周期约

78nm 的条纹，解剖的深度约为原纤维高

度的一半，纤维内部与外部的条纹结构

相吻合，周期一致，弹性测试结果表明，

原纤维内部与外部的杨氏模量相同，但

是内部的黏度高于外部。

图 2 牛跟腱 I 型胶原的 AFM 形貌图( 2． 8

× 10 －6 g /mL，pH = 3 的醋酸溶液，由

岛津公司的 SPM － 9600 型 AFM 测

得)

鉴于 AFM 可以在纳米尺度直接

观察胶原的形态结构，所以近年也用于

对提取胶原的形貌结构表征和鉴定，

如: 刘苏锐等
［16］

用酶法提取猪皮胶原，

在 AFM 下观察其为 300nm 长、15nm 宽

的纤维，由此推断提取的猪皮Ⅰ型胶原

结构未破坏。我们课题组采用酶法提

取的牛跟腱 I 型胶原的 AFM 图像如图

2 所示，可以看到胶原细纤维 ( Φ10 ～
30nm) 在云母表面铺展排布较均匀。

2． 2 AFM 在鞣制机理研究中的应用

探究鞣制过程对天然胶原结构的

影响一直是皮革学科重 要 的 科 学 问

题
［17］，借 助 于 现 代 分 析 测 试 技 术 手

段，深入探求鞣制机理，使得这方面的

理论和证据不断 丰 富。Gayatri 等
［18］

利用 AFM 研究了三价铬的不同聚集

体( H2O ) 4Cr ( OH ) 2Cr ( H2O ) 4 ( 二 聚

体) 、Cr3 ( OH ) 4 ( H2O ) 9 ( 三 聚 体 ) 和

Cr4 ( OH) 4 ( O) 2 ( H2O) 123 ( 四聚体) 与

原生鼠尾跟腱胶原的相互作用，二聚体

与原生胶原纤维作用后使其 D 周期减

小 8nm 左右，三聚体使其略有减小，而

四聚体对其没有影响; 分析原因认为二

聚体的尺寸小，更易渗透，取代胶原表

面水合层的水分子，从而导致其 D 周期

减小，三聚体热力学亲和力差，自身不

稳定，因而作用较弱，四聚体反应活性

低，对胶原纤维 D 周期没有影响。作者

又研究了这 3 种聚集体与分离提取的

鼠尾胶原的相互作用，发现二聚体可以

让胶原单体按照四分之一错列方式聚

集，而三聚体只能让胶原单体聚集成网

状，推测是二聚体先与胶原上天冬氨酸

和谷氨酸的羧基反应，然后再将形成的

小纤维按四分之一错列方式组装，三聚

体可能由于尺寸大而不能将胶原分子

按照四分之一错列方式聚集。
为探讨 NaCl 和 Na2SO4 对胶原 －

铬和 胶 原 － 铝 反 应 的 影 响，王 寅 齐

等
［19］

测 定 了 NaCl 和 Na2SO4 对 Cr
( Ⅲ) 和 Al ( Ⅲ) 在胶原纤维上的结合

量的影响，并利用 AFM 对胶原在中性

盐 存 在 时 的 形 貌 进 行 了 观 察，认 为

NaCl 可以通过破坏胶原表面的水膜，

促进胶原聚集，减小胶原纤维间的距

离，从而有利于胶原与金属鞣剂的反

应; Na2SO4 也会促进 胶 原 聚 集，但 由

于 SO4
2 －

对金属鞣剂产生了较强的蒙
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囿作用，整体上表现为削弱了胶原与

金属鞣剂的反应。这种解释似乎还值

得讨论，或许从盐对胶原 － 鞣剂形成

的超分子结构的稳定性影响方面来考

虑更为合理
［20］。

范浩军等在研究纳米 SiO2 或 TiO2

鞣制 机 理 时
［21 －22］，使 用 AFM 表 征 了

SiO2 在胶原中的大小及分布。当 SiO2

的用量低于 3% ( 与干胶原的质量比)

时，SiO2 在胶原中分散均匀平整，尺寸

为 50 ～ 90nm，当 SiO2 的用量低于 4%
时，纳米粒子仍然分散均匀，尺寸低于

200nm，但是当 SiO2 的用量高于 6%时，

出现了 500nm 以上的大团聚体。
目前用 AFM 研究鞣制机理仍然

停留在形貌成像上，如果能充分利用

AFM 的各项功能如力一曲线分析技

术，或者与其它分析测试手段相结合，

可能会获得更多有价值的信息。

2． 3 利用 AFM 研究环境因素诱导的

胶原的聚集

不同环境条件下胶原的聚集态结

构也是研究的一个热点，因为它与胶

原材料的性能相关，对于理解鞣制机

理也有重要意义。利用 AFM 研究不

同来源的胶原在不同浓度、不同 pH 条

件下的聚集行为，国内外已有较多报

道。Chernoff 等
［23］

应 用 AFM 观 察 到

胃蛋白酶法提取的牛皮胶原在 pH 值

为 7． 4 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 中，浓 度 为

0. 11mg /mL 时，吸附在云母片上可形

成 D 周期为 70nm 的原纤维，同时形

成一些小纤维; 用 0． 012mol /L 的盐酸

溶液做溶剂在 pH = 3 时，观察到低聚

纤维呈网状吸附在云母片上。王小燕

等人
［24］

研究不同来源的Ⅰ型胶原聚

集行为，通过图像并结合平均粗糙度

的计算，说明在高浓度时，来源不同的

胶原纤维聚集形态有较大差异。
利用 AFM 检测温度、剪切力、紫

外、超声波等因素对胶原的影响方面

也有较多报道
［25 － 28］。王香梅等

［26］
研

究温度对酶解法提取的牛胶原聚集态

的影响，AFM 测试表明，40℃ 时牛胶

原分子由螺旋结构的长链断裂为小链

段和一些小碎片。Li 等
［28］

对比胃蛋

白酶法提取的牛跟腱胶原与超声波结

合胃蛋白酶法提取的胶原形态，二者

均保持典型的胶原纤维结构，从这个

角度说明低频率( 40kHz，120 W) 的超

声波不会导致胶原变性。
AFM 可用 于 离 子、乙 醇、表 面 活

性剂等其它物质与胶原相互作用调控

胶原组装行为的研究
［29 － 31］。Grant 等

［29］
利用 AFM 系统研究了溶剂环境中

的水分、一价盐以及乙醇等，会导致牛

跟腱胶原纤维的弹性模量从 2MPa 到

200MPa 的变化。这一结果表明: 胶原

分子间有多种相互作用力影响着胶原

纤维的弹性模量，包括水合作用、氢

键、离子键或者疏水作用等，通过调节

这些作用力的强弱，即可调节纤维的

弹性模量。Loo 等
［30］

利用 AFM 研究

了 K +
调控胶原在云母表面的组装行

为，随着 K +
浓度的提高，胶原纤维逐

渐聚集成为有序结构。
本课题组研究了 Cr3 + /COO －

络合

作用诱导明胶稀溶液的聚集情况
［31］，

利用 AFM 观察到明胶聚集的分形结

构( 图 3) ，并计算出分维，以推测聚集

过程的动力学机理; 而在研究原花青

素与胶原的相互作用时
［32］，发现由于

氢键作用胶原细纤维聚集 成 网 络 结

构，聚集后的纤维直径约 20 ～ 50nm。

2． 4 AFM 在皮革化工材料研究中的

应用

聚氨酯、聚丙烯酸、表面活性剂等

都是制革中常用的皮革化学品，AFM
也 可 用 于 这 类 材 料 的 研 究。张 帆

等
［33］

用 AFM 表征了二氧化硅在纳米

SiO2 /聚氨酯复合材料中的分散情况，

得出纳米 SiO2 的尺寸在 50 ～ 150nm

之间。王亚强等
［34］

研究纳米 SiO2 /聚
丙烯酸酯复合涂层的热降解，将丙烯

酸酯涂层和复合涂层分别在 320℃ 热

处理 1h，由 AFM 观察表面形貌，表明

热降解造成丙烯酸酯涂层表面凹凸不

平，粗糙度较大; 而复合涂层热处理后

涂层表面比较光滑。穆畅道等
［35］

利

用从铬革废弃物中提取 的 明 胶 为 原

料，通过乳液聚合技术，制备出新型蛋

白类皮革涂饰剂，并利用 AFM 观察乳

胶粒的大小、结构、均匀性，以了解各

聚合物乳液的微观情况。

3 展望

AFM 作为近年发展起来的一种成

熟的试验设备，已经被很多实验室采

用; AFM 技术因其制样简便，测试环境

多样，成像分辨率高，可以探测纳米尺

度上的形貌和作用力，甚至可对材料进
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行纳米操纵，也成为常用的分析检测手

段，并对皮革学科的研究亦起到推动作

用。不过，任何一种试验设备都有其特

定的测试要求和范围，AFM 对于表面

起伏较大的样品( 如动物皮) 可探测的

范围很有限，如果能与其它技术手段如

SEM 结合使用，则可以得到更全面的信

息。充分发挥 AFM 的成像功能、力—
曲线测试等功能进行鞣制机理、胶原材

料等方面的研究，并与其它分析测试技

术相结合，更有助于皮革学科的进一步

深入发展。
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