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　　摘　要：采用 Ｍｇ２＋处理ＤＮＡ、ＡＰＴＥＳ或戊二醛修饰云母表面、ＤＮＡ拉直方法制备了λ－ＤＮＡ及ＤＮＡ－组蛋白复合

物样品．室温下原子力显微镜以轻敲模式在空气中扫描样品成像．实验结果表明：ＡＦＭ 扫描成像的效果与样品的制备

方法有关，同时也受操作因素影响．
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１　引　言

１９８２年，ＩＢＭ 瑞士苏黎士实验室的宾尼
（Ｇｅｒｄ　Ｂｉｎｎｉｎｇ）和罗雷尔（Ｈｅｉｎｒｉｃｈ　Ｒｏｈｒｅｒ）研制
出世界上第一台扫描隧道显微镜（ＳＴＭ）［１］，ＳＴＭ
使人类能在原子或分子的尺度上观察甚至操纵原

子，他们也因此获得了１９８６年的诺贝尔物理学
奖．ＳＴＭ要求扫描样品是导电材料，应用上受到
了限制．为了拓宽应用范围，１９８６年宾尼在ＳＴＭ
的基础上发明了原子力显微镜（ＡＦＭ）［２］．ＡＦＭ
对样品无特别要求，一经发明就在各领域研究特
别是在生物大分子（如ＤＮＡ、蛋白质）扫描成像研
究领域得到了广泛的应用．
传统的近代物理实验教学一般引入ＳＴＭ 扫

描实验［３－５］，所用样品一般是成品，学生亲自动手
制备样品可行性较小．与之相比，ＡＦＭ样品制备
的简便性使样品制备这一流程引入实验教学环节

成为可能．已往的科学研究中已积累了不少的生
物大分子ＡＦＭ 成像技术［６－１１］．我们在近年来的
近代物理实验教学中，将生物物理研究实验技术
如单分子实验技术［１２］、ＡＦＭ 等融入近代物理实
验教学和本科生毕业设计，取得了一定的教学效
果．本文将先介绍 ＡＦＭ 的基本原理，然后介绍

ＡＦＭ用于ＤＮＡ分子扫描成像的实验，着重于样
品制备技术和实验步骤．该实验既能让学生掌握

ＡＦＭ的原理，又能让他们学习一些基本的 ＡＦＭ
扫描用生物样品制备方法．

２　实验原理

２．１　装置原理

ＡＦＭ 利用微悬臂上的探针尖端充当力传感
器．图１（ａ）为常用探针的光学显微镜成像，（ｂ）为
侧面图．针尖与样品之间的作用力会使悬臂偏
转．因此当激光照射在微悬臂的末端时，其反射
光的位置也会因为悬臂偏转而改变，造成偏移量
的产生．系统利用四象限探测器将偏移量记录下
并转换成电信号．以供控制器作信号处理（图２）．
ＡＦＭ 检测到悬臂的偏转后，可以工作在恒高或
恒力模式下得到形貌图像数据．在恒高模式下，
扫描器的高度是固定的，根据悬臂的形变信号转
换成形貌图像，该模式一般用于原子级别平整度

图１　不同模式探针的光学显微镜成像

以及探针的侧面图



图２　原子力显微镜基本结构示意图

样品成像．在恒力模式下，悬臂偏转信号输入到
反馈电路，反馈系统根据信号相应地改变由压电
陶瓷管制备的扫描器的Ｚ轴驱动电压，使之上下
运动，以维持针尖和样品原子的相互作用力恒定．
在此过程中，Ｚ轴驱动电压信号被转换成形貌图
像数据，该模式一般优先使用．
２．２　操作模式
原子力显微镜与样品间的相互作用以范德华

力为主，其作用势能一般用Ｌｅｎｎａｒｄ－Ｊｏｎｅｓ势能

函数表示：Ｖ（ｒ）＝４ε σ（ ）ｒ
１２

－ σ（ ）ｒ［ ］
６
，式中ｒ是

两原子的核间距，σ是势能为０时原子核间距，ε
是势阱深度，是势能曲线上最低点势能的绝对值．
当悬臂尖端的原子与样品靠近，开始时吸引力起
主导作用，随着距离的减小，二者之间的吸引力与
排斥力将趋于平衡，当两原子进一步靠近时，范德
华力以斥力为主（图３）．根据使用的力的性质，可
以使仪器具有不同的操作模式．接触模式利用的
是针尖与样品之间的排斥性质范德华力，用于研
究柔软的生物样品时由于接触可能使之受到破坏

并污染探针产生假象，因此并不是用于生物样品
扫描的理想模式．非接触模式利用的是针尖与样
品之间的吸引性质范德华力，由于针尖与样品的
间距较大，样品的扫描分辨率较低．轻敲模式是
介于接触模式和非接触模式之间的一种扫描模

式．该模式下针尖与样品之间周期性地间歇接
触，好比针尖不断地敲击样品．与非接触模式的
工作原理类似，是使悬臂振动，其振幅比非接触模
式更大，因而能间歇地与样品接触．与非接触模
式相比，其分辨率更高；与接触模式相比，其克服
了因针尖划过样品而受到的摩擦力、黏附力、静电

力等的影响，并有效地避免了样品损坏，对于研究
比较软的样品如生物大分子而言十分有利．

图３　Ｌｅｎｎａｒｄ－Ｊｏｎｅｓ势能函数示意图

３　仪器装置

所用原子力显微镜型号为ＳＰＭ－９６００（岛津
公司），轻敲模式探针购买自Ｎａｎｏｗｏｒｌｄ，悬臂弹
性系数４２Ｎ／ｍ，共振频率３２０ｋＨｚ．样品在室温
下以轻敲模式在空气中成像．所有图像采集的扫
描频率为２～３Ｈｚ，尺寸为５１２像素×５１２像素．
所有图片都经过平滑去噪处理以提高对比度．

４　样品制备

云母本身是层状结构，表面具有原子级别的
平整度，用透明胶布可以方便地解理得到干净平
整的表面．因此，本实验将云母切割成合适大小，
用双面胶粘在直径约１ｃｍ，厚约１ｍｍ的圆形铁
片上，利用其作为衬底制备样品．实验所用水均
为去离子水．λ－ＤＮＡ （４８，５０２个碱基对）购于

ＮＥＢ公司，３－氨丙基三乙氧基硅烷（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐ－
ｙｌｒｔｉｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ，ＡＰＴＥＳ）、戊二醛和组蛋白均购
于Ｓｉｇｍａ公司．在实验时，采用 ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ＋１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）缓冲液来
稀释λ－ＤＮＡ．图４所示是基本的样品处理流程
图，在该流程基础上可以增加或稍作改变一些操
作步骤以适应样品制备需求．由于云母表面带负
电，而ＤＮＡ分子也带负电，单纯地将ＤＮＡ样品
沉积到云母表面会由于静电斥力而不能稳定地沉

积在云母表面．因而，一般对云母表面进行了修
饰或在ＤＮＡ溶液中加入带正电的离子．沉积在
云母表面的 ＤＮＡ 构象一般是溶液中的线团
状态在二维表面上的投影，仍然是二维蜷曲的．
为方便观察或者统计分析，可以在必要时将ＤＮＡ
拉直成像．下面具体介绍这些样品制备方法．
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图４　样品制备基本流程示意图

　　１）Ｍｇ２＋处理ＤＮＡ方法．首先将ＴＥ溶液加
入 ＭｇＣｌ２ 使其最终浓度为３．５ｍｍｏｌ／Ｌ，然后用
该ＴＥ＋３．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２ 缓冲溶液稀释原始

ＤＮＡ溶液至１ｎｇ／μＬ．然后解理云母片得到新的

１层云母面，用移液器取约１０μＬ稀释ＤＮＡ溶液
滴在表面，沉积３ｍｉｎ，然后用约２００μＬ纯水冲
洗，氮气吹干放入干燥器１ｈ以上待扫描．
２）ＡＰＴＥＳ处理云母表面方法．首先取１％

（Ｖ／Ｖ）的ＡＰＴＥＳ水溶液约３０μＬ滴在新解理的
云母表面，放置约 １５ ｍｉｎ，用超纯水冲洗约

５ｍｉｎ，氮气吹干，然后放置在１２０℃烘箱中加热

３０ｍｉｎ（该步骤的目的是钝化表面），冷却后放于
干燥器中待用．然后如图４所示将１ｎｇ／μＬ的

ＤＮＡ溶液１０μＬ滴在云母表面，沉积３ｍｉｎ，接着
用纯水冲洗并氮气吹干放入干燥器．
３）戊二醛修饰云母表面方法．首先将５０μＬ

０．０１％ （Ｖ／Ｖ）戊二醛用移液器滴在 ＡＰＴＥＳ处
理过的云母上，静置５ｍｉｎ，然后用纯水冲洗

５ｍｉｎ，氮气吹干．接下来在该修饰云母上沉积

ＤＮＡ的步骤与图４所示基本流程相同．
４）ＤＮＡ 拉直方法．首先将约１０μＬ 稀释

ＤＮＡ 溶液或 ＤＮＡ－组蛋白复 合 物 溶 液 滴 在

ＡＰＴＥＳ处理过的云母片上（由于ＡＰＴＥＳ的疏水
作用，小液滴呈现小珠状），样品沉积在云母表面
约５ｍｉｎ，用镊子夹着云母片与桌面成４５°，氮气
从液滴上方与云母成较小角度吹液滴，使其慢慢
脱离云母表面．然后用移液器滴约２０μＬ纯水在
云母上，用移液器枪嘴稍微接触液滴的边缘，按照
第一步中液滴移动的方向慢慢吸走样品，如此重
复２０次左右，氮气吹干，干燥．

５　实验结果与分析

图５（ａ）为利用 Ｍｇ２＋处理方法扫描得到的λ－
ＤＮＡ形貌，可以看到ＤＮＡ处于自然蜷曲线团状

态，分布均匀，图像清晰，效果较好．ＡＰＴＥＳ是一
种硅烷化试剂，修饰在云母表面后其末端氨基能
够固定ＤＮＡ片段，因此与 Ｍｇ２＋处理方法相比具
有不易受操作因素而影响沉积 ＤＮＡ 构象的优
点．图５（ｂ）是在ＡＰＴＥＳ处理的云母基底上利用
拉直技术成像的ＤＮＡ－组蛋白复合物形貌，可以
看到ＤＮＡ的拉直效果很好，并且ＤＮＡ与组蛋白
结合之后成串珠状形貌，与染色质结构类似．由
于组蛋白带正电，如果组蛋白浓度过高，其正电荷
会完全中和所结合的ＤＮＡ所带负电荷，甚至复
合物本身带上正电，从而与 ＡＰＴＥＳ处理的带正
电云母基底相排斥，造成复合物不能稳定地沉积，
导致扫描成像不能观察到复合物．因此，利用戊
二醛处理云母表面方法沉积带正电的生物大分子

复合物．图５（ｃ）即为利用该方法得到的高组蛋白
浓度下的 ＤＮＡ－组蛋白复合物（组蛋白浓度为

６０ｎｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ浓度为１．５ｎｇ／μＬ）形貌，可以
看到复合物仍然能结合在云母上良好成像．该方
法的原理是利用戊二醛的蛋白质偶联作用结合上

组蛋白分子并将之固定在衬底上，即使经过冲洗
和氮气干燥步骤也能得到稳定的沉积物．
扫描成像的效果还受操作因素的影响．具体

来说，Ｍｇ２＋处理方法中如果 Ｍｇ２＋浓度过高或者
冲洗不充分，过多的 Ｍｇ２＋会通过离子桥连作用
造成ＤＮＡ分子之间的交联，扫描时得到不理想
的网状结构．图５（ｄ）是 Ｍｇ２＋浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ
时由于冲洗不充分，有过多的 Ｍｇ２＋参与ＤＮＡ分
子之间的交联而造成的网状结构．而如果冲洗步
骤中移液器吸取溶液速度过快造成负压过高，可
能会将已沉积上的大分子吸入或者改变其沉积形

貌，很难观察到沉积的大分子或者非正常的形貌．
此外，氮气干燥时如果氮气流速过高，可能造成同
样的后果．因此，为提高实验的可重复性，需要控
制吸取速度和氮气流速使之适中．一般在云母片
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（ａ）Ｍｇ２＋处理方法扫描得到的λ－ＤＮＡ形貌

（ｂ）在ＡＰＴＥＳ处理的云母基底上利用拉直技术

成像的ＤＮＡ－组蛋白复合物形貌

（ｃ）利用戊二醛处理云母表面方法扫描成像得到的高

组蛋白浓度下的ＤＮＡ－组蛋白复合物形貌

（ｄ）Ｍｇ２＋浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，由于冲洗不充分导致

有过多 Ｍｇ２＋存在而形成的ＤＮＡ网状结构

图５　λ－ＤＮＡ及ＤＮＡ－组蛋白复合物图像

边缘以低于３μＬ／ｓ的速度吸取溶液，干燥时氮气
流速控制在刚好能吹走表面液滴的速度．

６　结束语

本文介绍了利用ＡＦＭ成像ＤＮＡ大分子以及

ＤＮＡ－组蛋白质复合物的实验方法．该方法不仅可
用于科学研究，还可引入近代物理实验教学．该实
验的开设可提高学生的动手操作能力，并对生物学
中重要的大分子如ＤＮＡ分子进行直接观察，拓宽
学生们对生物学与物理学结合领域的认识．
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强度的方向均垂直于每个矩形线圈的平面．根据
磁通量的定义，这种情况下的线圈接收的磁感线
条数将达到最大值，从而提高了每个矩形线圈中
单位时间内磁通量的变化量，使得法拉第电磁感
应的现象更加明显，更加易于通过实验装置观察、
检验和测量到电磁感应的电流值，从而使利用简
单、方便的方法验证直电流周围磁场变化的规律
成为可能．因此，可以利用这套实验装置，重新进
行上述各项实验内容，也就是通过改变 Ｋ和Ｒ，
改变ａｂ中电流的大小和方向，观察 Ｇ的指针偏
转情况来进一步验证直电流ａｂ周围磁场的变化，

同样可以得到相同的结论．

３　结束语

探究直流导线周围磁场变化的规律，是基础
物理学教学的重要环节，利用直观的可操作的简
便装置来反映抽象的看不见的磁场与电流的联

系，对于物理教学具有一定的现实意义．本文提
出的这套实验装置，不但简单方便，可操作性强，
而且还涉及到了较多的电磁现象，可以进行多个
电磁实验，更好地验证了直电流周围磁场的变化
情况．
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