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摘要    人血红细胞生存环境的微小变化都会直接影响到膜骨架蛋白网络形变和细

胞膜弹性力学性能的改变. 利用原子力显微镜力曲线测量红细胞膜表面弹性, 根据

相关力-距离曲线图谱信息, 分析活性红细胞在不同生理溶液环境中细胞膜弹性、黏

附性与渗透脆性等变化特征. 实验结果表明, 经不同生理溶液制备的红细胞在维持

其渗透压平衡条件下, 细胞形态特征基本正常, 直径约 7~8 μm. 当力曲线图谱表征

的膜弹性等力学特性, 波动较大且差异明显时, 形变恢复作用力变化范围为 30~  
150 pN, 黏附力变化范围为 3.9~35 nN. 尤其是在探针接近和撤离膜表面过程中, 不
同程度的多峰锯齿波、压痕深度、黏滞拖拽线程和链状伸展形式的相关力曲线图谱, 

表征细胞膜表面存在着复杂作用力. 在无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液中, 通过调节Na+, 
K+浓度, 改变生理溶液渗透压, 红细胞形变显著, 出现棘轮状、球形和血影空囊等形

态, 对应的细胞膜弹性等力曲线图谱信息也相对更为复杂. 研究表明红细胞膜弹性

特性和膜骨架形变都与生理环境中的溶质(糖类与晶体电解质等)、浓度和渗透压等因

素有直接关系. 这为深入了解生物膜的结构和动力学提供了证据, 也为原子力显微

镜应用于红细胞膜病的临床诊断提供了依据.  
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人血红细胞的弹性形变是多年来的研究热点 , 

这主要与红细胞膜特殊的生物物理特性有关. 首先, 
红细胞具有相对简单的结构[1,2], 为定量分析生物膜

结构的形变提供了一个良好模型, 能够避免真核细

胞类膜系统的相对复杂性. 其次, 液晶态质膜结构和

内表面嵌套的膜骨架蛋白网络, 不仅能维持红细胞

独特的双凹圆盘形态, 还使细胞膜具有伸缩弹性和

柔韧变形功能, 对仿生学的合成研究有潜在的应用

价值. 尤为重要的是, 临床研究表明, 红细胞变形能

力异常是一些疾病发病机理和病程发展中的关键环

节, 如癌症、疟疾、遗传性贫血症、心脑血管病和血

循环系统障碍等红细胞膜病[3~6]. 膜骨架形变能力可

能直接与红细胞生存环境和细胞膜弹性的调控机制有

密切关系. 因此, 许多理论性、实验性和计算模拟性研

究都重点集中在阐明红细胞膜弹性特性上[7~10].  
红细胞膜弹性特性是研究红细胞微观力学与血

液流变特性的基础[11], 反映了红细胞在循环血流中

经受毛细血管挤压、脏器壁剪切和心脏瓣膜涡流冲击

的变形性、柔韧性与可塑性. 值得注意的是, 红细胞

要完成供氧使命, 血液环境的轻微变化, 如血管舒张

压、血浆黏稠度、组织液pH和细胞渗透压等, 都会激

起红细胞膜弹性、膜蛋白功能、胞内液黏度和细胞几
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何形状等特性的显著响应, 使得红细胞形变明  显
[12].  

目前, 研究红细胞膜力学特性的单分子技术主

要有激光光镊、微针和原子力显微镜(atomic force 
microscopy, AFM). 光镊是应用高斯光束汇聚的激光

势阱囚禁红细胞, 并对其产生线性牵引力, 测量红细

胞弹性伸缩的变形能力和膜结构恢复的快慢程    
度[10,13,14]. 在液态生理环境下它能够对红细胞实现动

态捕获和实时观测. 微针是利用负压吮吸松软的细

胞膜形成伸展突起, 突起程度与负压相关; 随负压改

变, 膜松弛率与剪切黏度相关, 即利用剪切弹性模量

表征细胞膜的黏弹性和变形性 [15,16]. 原子力显微镜

是预先对探针进行分子修饰, 在空气或液态环境中

利用探针感应细胞表面特异性标记区域, 实现测量

红细胞变形性与膜表面亲和力, 细胞膜溶胀压、剪切

力和膜蛋白间特异性识别结合力与自由能的关系  
等[17,18]. AFM是目前仅有能够在高分辨率条件下, 对
活细胞实时成像并测量分析的单分子技术. 它填补

了电子显微镜真空条件不能实现实时分析的空白 , 
避免了光镊技术对生物样品产生热效应和布朗运动

等带来的干扰因素, 也在一定程度上克服了微针操

控时负压可能对细胞表面造成损伤以及成像分辨率

有限等缺陷. 文献报道[19~21], AFM测量分子或原子级

的作用力伸展范围(0~1 nN)比激光光镊(<500 pN)大
很多, 同时它比微针技术更为精确. 用原子力显微镜

力曲线测量表面弹性特性是近年来形成的一种行之

有效的新方法. 但到目前为止, 有关用原子力显微镜

力曲线测量红细胞膜表面弹性, 根据相关力-距离曲

线图谱信息, 分析活性红细胞在不同生理溶液环境

中细胞膜弹性、黏附性与渗透脆性等变化特征的研究

工作尚未见报道.  
本文主要是利用原子力显微镜力曲线对不同生

理溶液制备的活性红细胞膜进行弹性特性研究. 根
据红细胞在不同生理环境下具有不同渗透压、黏附性

等特征, 通过改变生理溶液中相关溶质参量, 量化地

分析探针与形变后红细胞膜表面的相互作用力, 利
用探针在正常形态红细胞膜表面获取对应的力图谱

曲线信息. 实验结果表明, 不同程度的多峰锯齿波、

压痕深度、黏滞拖拽线程和链状伸展形式的相关力曲 

线图谱表征自然态或变形态的细胞膜表面存在着复

杂作用力, 并且膜表面的恢复弹性、黏弹性和刚性等

力学特性差异明显. 红细胞膜弹性特性和膜骨架形

变都与生理环境中的溶质(糖类与晶体电解质等)、浓

度、渗透压等因素有直接关系. 这为深入了解生理环

境下生物膜如何进行结构动力学的自稳平衡提供了

机会, 也为进一步探究红细胞膜病与体液环境之间

的诱因关系提供了实验依据[12].  

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, Na2HPO4, NaH2PO4, 
KH2PO4, 葡萄糖, 腺嘌呤(上海山浦化工有限公司)、
肝素 (北京奥博星生物技术有限责任公司 )、肌苷

(Sigma), Hepes (Sigma), BSA白蛋白(Sigma), EDTA- 
Na2 (Sigma), 多聚赖氨酸(Sigma). 实验所用其他试剂

均为分析纯.  
高速离心机为日本日立公司(CF16RX, HITACHI 

Corporation), 荧光倒置显微镜为日本奥林巴斯公司

出品(OLYMPUS IX71), 原子力显微镜为日本岛津公

司出品(SPM-9500J3, SHIMADZU Corporation). Si3N4

材质V-型探针(OLYMPUS OMCL-TR800PSA-1), 悬
臂长度 200 μm; 弹性常数 0.12 nN/m.  

1.2  生理缓冲液制备 

 0.9%灭菌生理盐水. 5%静脉注射葡萄糖溶液. 

生理血浆缓冲液(pH 7.4). 参照文献[14]的配置方法

并加以改进. 该缓冲液组成是 100 mmol/L NaCl, 20 
mmol/L Hepes缓冲液(pH 7.4), 25 mmol/L葡萄糖, 5 
mmol/L KCl, 3 mmol/L CaCl2, 2 mmol/L  MgCl2, 0.1 
mmol/L 腺嘌呤, 0.1 mmol/L 肌苷, 1% (体积)血浆, 

0.25%~1.5% BSA白蛋白, 5 U/mL 肝素. 无Ca2+/Mg2+

的D-PBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline)缓冲

液(pH 7.4), 配制 138 mmol/L NaCl, 2.67 mmol/L KCl, 
8.1 mmol/L Na2HPO4, 1.47 mmol/L KH2PO4. 实验所

用试剂均为分析纯.   

1.3  红细胞制备 

新鲜人血始终由同一健康供血者提供, 每次实
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验采血量 2~4 mL, EDTA-Na2作为抗凝剂. 放入高速

冷冻离心机中, 4 , 2000℃  r/min离心 10 min, 使红细胞

沉淀, 收集部分血浆保存备用. 为避免膜上含有或吸

附的蛋白酶使膜蛋白发生变化, 整个制备过程均在

冰浴条件下进行. 无菌标准注射器(1 mL)将沉淀于红

细胞表层白色蓬松状漂浮物和沉淀层吸尽, 以避免

其他类型细胞混入. 每次实验取上述 4 种生理缓冲溶

液中的一种进行预冷, 然后取 0.5 mL红细胞沉淀, 缓
慢轻轻沿离心管壁将红细胞置于离心管内 3 倍体积

量的上述同种预冷生理缓冲液界面上, 保持红细胞

缓慢扩散悬浮. 1000 r/min, 4 , ℃ 离心 10 min, 每次除

去上清液及沉淀表层白色绒毛, 重复洗涤 3 次. 最后

将洗涤后的红细胞悬浮液 4℃冰箱冷藏, 静置待用. 
每次制样红细胞冰浴保存时间不超过 3 天.  

1.4  AFM 观测样品的制备 

云母片剪成 8 mm×8 mm 的小方片, 轻轻解离, 
直到露出新鲜平整的光面. 用多聚赖氨酸对新鲜剥

离的云母做预处理. 首先用 95%无水乙醇浸泡 1 min

后, 取 5 mg/mL 多聚赖氨酸 20 μL 滴加在云母新解离

面, 表面稍作倾斜展平水膜, 2 h 后用蒸馏水连续冲洗

20 s, 严格控制时间. 然后斜立于滤纸上, 干燥 15 
min. 将实验所用缓冲液(同种红细胞制备液)从冰箱

中取出, 室温中恢复 1 h 左右, 调节校正 pH. 磁性金

属载样片上黏贴 5 mm×5 mm 双面胶, 将已处理的云

母基底轻轻平黏到双面胶上. 取 10 μL 待测的稀释后

活性红细胞悬浮液直接滴于基底表面, 沿着一个方

向平铺, 用滤纸吸去多余液. 室温条件下, 湿度 75%

恒定, 静置 5 min 后 AFM 观测.  

1.5  力-距离曲线的测量原理与方法 

AFM是利用一束低功率激光聚焦到一弹性微悬

臂梁前端, 其端部为非固定端, 正下方沉积锐利针 
尖, 通过探针尖在待测样品上进行光栅式扫描(通常

是三维压电扫描器带动样品沿水平方向移动), 探测

器接受探针偏移量对应的反射激光光强差来获取样

品表面形貌信息. 随后, 立刻释放探针, 离开在线测

量模式, 进入离线状态力曲线测量阶段, 改变三维压

电扫描器运动方式, 设定扫描频率或速率, 使样品相

对探针沿垂直方向上下往复移动, 探针尖与样品表

面间存在相互作用力, 其复杂变化会引起微悬臂在

垂直轴向的轻微偏移, 反射激光光斑位置移动量转

换为激光垂直电压差与微悬臂偏移量的对应关系 , 
作为样品与针尖相互作用力直接表征. 通过收集样

品表面上作用力图谱信息来研究样品的生物物理特

性. 当AFM探针沿接近、接触并撤离的路径在待测样

品表面某一微小区域进行垂直轴向相对运动时, 探
针和样品间会因距离变化而相互施加作用力, 产生

力-距离图谱曲线, 简称力曲线[22~25].  
力曲线的不同部位能够提供丰富的信息. 图 1 中

横坐标代表探针与样品间距离或探针到样品间相对

位置, 而纵坐标代表探针与样品间作用力或微悬臂

偏移量. 整个力曲线周期性图谱是从横轴右侧开始

向左行进, 继而返回右侧结束. 完整力曲线图谱中心

点位置会随探针无载荷时的起始点(零力线)与探针撤

离样品表面后最大偏移点的垂直坐标自动定位. 首
先, 探针尖与样品的作用力遵循胡克定律, 是微悬臂

弹性力的表征. 当探针接近样品时(A-B段), 因受到

样品表面电荷吸引, 微悬臂由初始无载荷状态逐渐

向下弯曲; 随着相对距离逐渐减小, 出现吸引力超过

弹性力瞬间而位移尚未发生改变时刻, 探针尖发生

突跳直接与样品表面接触(B). 随后, 样品与探针一

同向微悬臂初始状态位置移动, 相对位移和作用力

都降到最小. 当样品继续垂直向上运动时, 微悬臂因

受到样品斥力作用而朝上翘起, 此时探针尖可能压

入样品内部, 样品表面发生形变(B-C段). 前进接触

部分的力曲线能够体现样品表面一些作用力, 包括

范德华力、静电力、溶剂化作用、水化作用, 而跳触

点反映了样品对探针的黏附力大小[26].  
当探针运行到整个测量周期的后退撤离阶段时, 

样品表面为恢复形变具有离开探针尖的撤离趋势 , 
但样品对探针尖黏附力比微悬臂弹性力大, 针尖仍

处于接触区域. 微悬臂继续随样品下行并受样品表

面的黏附拖拽而弹性力逐渐增加(C-D 段). 当样品相

对探针尖距离逐渐增大, 出现弹性力超过黏附拖拽

力的瞬间而位移还未变化时, 探针尖再次发生突跳

与样品表面完全脱离(E). 跳离点距零力线的线程表

征样品表面黏附弹性大小. 当探针从样品上收回时,  
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图 1  AFM 探针单次接触-释放循环过程的力曲线示意图 

  
后退撤离部分图谱线形经常表现出拖拽滞后现象 , 
能够直接从中获得有关样品柔韧性、黏弹性、黏滞性

和分子特异性识别等信息. 这些信息可用于评估样

品表面能和配体间约束力[27], 分析细胞膜上附连体

的表面弹性与刚度和表面大分子拉伸形变量和物理

化学(表面疏水性)等特性. 对于长而柔软的分子而言, 
吸引力归为伸展形变力, 可能是大分子伸展产生非

线性黏弹性特性的表现. 利用力-距离曲线可以获得

样品的弹性、静电性、磁性和黏滞性等方面的信息, 
涉及到分子间不同的相互作用力, 如范德华力、静电

力、磁力、双电层力、疏水力、溶剂力、水合力和空

间/交联作用力等[28].  

1.6  AFM 力曲线测量红细胞膜弹性特性的实验
方法 

利用AFM以在线方式对样品进行成像扫描, 并
采用离线方式进行力曲线测量. 整个实验过程均严

格保持在室温条件, 空气相对湿度 75%恒定的环境

腔中进行 . 该原子力显微镜已安装V-型Si3N4探针 , 
标定悬臂长度为 200 μm, 弹性常数为 0.12 nN/m, 金
字塔形针尖高度 2.9 μm, 曲率半径估计值为 50 nm. 
以接触模式中的恒力方式扫描成像, 扫描频率控制

在 0.5~2 Hz.  

进行力曲线测量活性红细胞膜弹性时, 在力曲

线测量对话框中选择悬臂列表, 设定与机型匹配的Z
轴压电型号为 21.4 nm (SPM)、信号显示方式为竖直. 
设置列表中选择与成像扫描匹配的扫描器参数

(x−y=125 μm, z=8 μm扫描范围), 相应悬臂弹性系数、

力曲线轴向坐标参量值等. 力曲线列表中预设定相

关参量：扫描频率 1 Hz, 图像捕捉重复 8 次, 灵敏度

×1, 同时标记探测位点坐标. 通过AFM探针沿快进、

慢进、接触、按压、释放和停止流程, 对红细胞膜表

面同一半径环面上对称位点进行测量. 动态测量过

程中随时调节力曲线列表内扫描样品与悬臂间的终

点位置与探针的位移宽度范围, 以此捕捉样品与悬

臂间的起始点, 从而确保力曲线图谱的完整有效性. 
采用探测频率 1 Hz, 针尖的线性速率为 1, 2 或 4 
nm/ms, 对至少 15 个以上具有 20 个压痕点的红细胞

表面进行力曲线弹性特性的测量, 每点进行 8 次力图

谱捕捉成像. 记录AFM探针和细胞间的相互作用力, 
统计分析力曲线图谱中的压痕深度、弹塑性形变恢复

程度和黏附力大小等信息. 当AFM探针接触到活性

红细胞表面时, 膜表面的弹性恢复特性经常在力谱

图中表现为前进线与后退线间的跨度, 即压痕深度, 
对应膜形变恢复作用力[26]. 两曲线曲率大小表征膜
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表面柔软或刚性程度. 而后退曲线经常表现出拖拽

拉伸现象, 例如黏附波峰群呈非线性变化, 表明探针

持续受到样品表面的吸引力, 根据拖拽伸展程度的

不同则反映出细胞膜表面的黏弹性状况.  

2  结果与分析 

2.1  AFM 观测生理血浆缓冲液中的活性红细胞
微观结构 

正常红细胞膜表面柔顺光滑, 形态为双凹或单

凹圆盘状, 直径约 7.5 μm, 厚度 1.7 μm, 体积 83 μm3, 
表面积 145 μm2, 表面积与体积比值较大, 有利于细

胞变形、气体交换和携带.  
目前, 临床医学上规定血浆渗透压浓度正常范

围是 280~310 mmol/L, 血浆渗透压的通用公式为：血

浆渗透压(毫渗量)=2×[血钠(mmol/L)+血钾(mmol/ L)] 

+血糖(mg/dL)/18+非蛋白质(mg/dL)/6(或尿素氮/2.8). 
体液中溶质浓度单位都为 mmol/L, 无论是电解质还

是非电解质, 只要浓度相等则渗透压相等. 体液渗透

压等于体液各种物质的物质的量浓度相加. 当细胞

内液与细胞外液渗透压相等时, 红细胞在血浆正常

范围内生存环境属等渗溶液. 若低于此范围溶液为

低渗溶液, 反之则为高渗溶液.  
利用AFM观测生理血浆缓冲液制备的活性红细

胞微观结构, 其膜表面粗糙, 具有规则细微结构. 表
面均匀分布高度约 1.5~5 nm错落有致的下陷孔洞(宽
度 25~40 nm)与隆起缓坡(宽度 30~50 nm),二者呈网格

交织排列(图 2 和 3). 推测可能是细胞膜蛋白、结合蛋

白或电解质分子在细胞质膜表面上的堆积, 也可能是

膜上功能性通道或细胞膜镶嵌的内衬膜骨架[29], 有待

进一步对细胞膜骨架及其力学特性进行研究.  

 

 

 
图 2  红细胞膜的 AFM 形貌扫描图 

(a)~(c) 形貌扫描二维图. (a) 扫描范围 2.50 μm×2.50 μm, 扫描频率 1.0 Hz; (b) 扫描范围 527.00 nm×527.00 nm, 扫描频率 0.8 Hz; 
(c) 扫描范围 264.00 nm×264.00 nm, 扫描频率 0.5 Hz. (d)~(f)分别为对应(a)~(c)的扫描成像三维图, 对应细胞膜表面最大成像高度, 

(d)~(f)分别显示为 808.13, 15.61 和 3.57 nm 
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图 3 红细胞膜表面细微结构 
膜表面均匀分布下陷孔洞(宽度 25~40 nm)和隆起缓坡(宽度 30~50 nm), 前者由测量线 A-B, C-D 段表征; 后者由测量线 E-F, 

G-H 段表征. 二者呈规则地网格交织排列 
 

2.2  力曲线测定经生理盐水制备的活性红细胞膜
弹性 

实验过程中 , 0.9%生理盐水制备的红细胞经

AFM 扫描成像, 发现膜表面有损伤, 膜内溶物向外

渗透, 膜出现皱缩形变现象, 处于轻度高渗状态(渗
透压约为 308 mmol/L). 对生理盐水进行一系列梯度

制备, 当溶液浓度为 0.8%~0.85%属等张缓冲液时(溶

液渗透压范围为 273.50~290.60 mmol/L), 红细胞维

持正常形态, 平均直径测量值为 d=(7.49±0.12) μm, 
n=50; 膜轮廓较为清晰, 但膜表面有局部微溶胀现象, 
并且黏附电解质晶体颗粒(见图 4(a)和(b)).  

图 4(c)是实验测得力曲线图谱. 当探针接近细胞

表面时, 线形相对平直, 无非线性锯齿状波形, 此时

接近线近乎处于无载荷零力状态. 出现突触点, 但线

程很短, 表明探针与膜表面接触瞬间范德华力与疏

水作用力很弱. 探针接触膜表面过程中前进线与后

退线的力图谱中均存在很多微小的锯齿波纹, 推测

细胞膜表面存在水膜层, 固液界面间可能存在双电

层力. 这主要是由于电解质溶液对膜表面的电荷密 

度分布有影响, 同时考虑到功能性膜蛋白的位点电

荷不均匀分布, 造成膜表面存在异质性的非等势电 
 

 
 

图 4  经 0.85%生理盐水制备的红细胞 AFM 扫描图像 
(a) 细胞二维形貌图 ;  (b) 细胞三维形貌图 . 扫描范围 :  30.00 
μm×30.00 μm, 扫描频率, 2.0 Hz. (c) 红细胞膜表面采点测量的力 

曲线图谱 
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位. 探针在嵌入细胞膜过程中, 接触部位始终存在非

连续的相层电势差, 力谱线出现动态锯齿波形. 根据

嵌入距离, 可比较出细胞膜柔软, 形变弹性良好. 探
针在样品上压痕深度平均约为 27.34 nm, 对应数据显

示该点膜表面形变恢复作用力平均约 31.56 pN. 同时, 
压入过程力谱线表现出连续线性变化, 可推测细胞膜

表面发生非完全弹性形变, 膜是弹塑性复合体. 但值

得注意的是, 在探针跳离样品前后, 力谱图首先呈现

无规则剧烈波动然后突然跳离, 跳离线程较大, 约为

121.30 nm, 对应的黏附力 14.56 nN, 表明细胞膜具有

良好的黏弹性. 然而, 回归力谱线高于零力线, 并且

偶尔有尖锐峰出现, 估计可能是探针压入膜表面过

程中, 将部分液态电解质分子黏附到探针尖上并带

离膜表面, 造成探针与样品间静息电位发生改变, 作
用力曲线中残存一定的外加斥力, 探针并未完全恢

复到零载荷状态.  

2.3 力曲线测定经 5%生理葡萄糖溶液制备的红细
胞膜弹性 

光学显微镜检测 5%葡萄糖溶液中的悬浮红细胞, 

细胞形态正常, 分散性良好. 经计算 5%葡萄糖溶液

渗透压约为 277.78 mmol/L. AFM 扫描成像见图 5(a)
和(b)所示, 观测到红细胞形态基本对称, 双凹或单凹

区域较为明显. 个体细胞表面均无颗粒沉积, 膜表面

圆滑, 细胞间黏附现象明显, 黏附细胞边缘均有微小

堆皱 . 统计测量细胞平均直径约为(7.58±0.16) μm, 
n=50.  

对单个独立细胞最高环面上重复采点进行力曲 
线测量. 由图 5(c)相关力图谱信息可知, 探针与细胞

膜表面存在明显突跳点, 表明二者间具有一定的分

子吸引力, 大小 2.65 nN. 探针在整个接触过程中, 前
进线与后退线跨距明显, 线形略微上弯成曲线. 探针

对细胞膜表面的压痕深度为 30.65 nm, 对应的膜发生

局部形变恢复力大小为 123.83 pN, 这表明细胞膜柔

软并富有弹性. 最令人意外的是, 整个后退线出现平

滑过渡长弧线, 造成跳离点线程很大, 统计平均为

278.7 nm, 对应的黏附力约为 34.15 nN. 这表明葡萄

糖溶液中红细胞膜具有强黏弹性, 使得探针脱离膜

表面时持续受到拖拽黏滞力. 推测可能是葡萄糖溶

液本身黏度, 使膜表面过度糖基化修饰甚至受到糖

衣包裹, 造成探针与样品间静电场势增强, 相互吸引

力增大. 因为流动态细胞膜中带 4.1 蛋白的N 端 30 kD  
 

 
 

图 5 经 5%生理葡萄糖溶液制备的红细胞 AFM 扫描图像 
(a) 细胞二维形貌图; (b) 细胞三维形貌图. 扫描范围: 20.00 μm×20.00 μm, 扫描频率, 1.0 Hz. (c) 红细胞膜表面采点测量的 

力距离曲线图谱; (d) 红细胞中央凹陷区采点测量的力曲线 
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区在生理状态下带正电荷, 而与它相互作用的血型

糖蛋白带负电荷, 二者结合增强了质膜的静电稳定

性. 膜骨架蛋白中重要的带 3 蛋白, 是主要的跨膜蛋

白, 其N端深藏于膜内胞浆中, C端延伸到红细胞膜外, 
具有多个结合位点可被糖基化修饰. 锚定蛋白作为

链接载体将带 3 蛋白与血影蛋白相互结合, 就使得骨

架蛋白与质膜相连. 当膜表面被过度糖基化修饰或

形成糖衣时, 整个细胞保持高度稳定状态, 细胞膜虽

柔软有弹性, 但本身膜表面负电荷状态发生改变, 细
胞间容易黏附造成膜通透性降低, 形变能力变弱, 细
胞识别反应迟钝. 尤其是在红细胞中央凹陷区内采

点测量, 图 5(d)力曲线图谱中出现突触点反弹现象. 
这表明此时探针受到膜表面是较强排斥力而非黏附

吸引力, 膜上静电荷促使探针瞬间上翘并再次缓冲

接触, 证明膜上糖蛋白或糖衣的存在为抵抗外力干

扰自身膜结构具有保护功能[23,30].  

2.4  力曲线测定经生理血浆溶液制备的红细胞膜
弹性 

血浆对红细胞内环境的某些理化性质变化具有

一定“缓冲”作用. 本实验是模拟红细胞的生理环境, 
并进行 AFM 表面形态学观测, 从图 6(a)和(b)中获得

信息: 红细胞形态完整、轮廓清晰、无电解质颗粒的

黏附、中央凹陷明显、膜表面柔润平滑、弧度流畅、

富有光泽. 经统计测量细胞平均直径为(7.34±0.21) 
μm, n=50. 由图 6(c)可知, 探针接近细胞膜表面时, 
存在突触点, 表明此刻微悬臂弹性系数较大, 膜表面

对探针存在原子级范围的作用力, 弹性力接近探针

与样品间的吸引力. 首先, 对红细胞最大高度环面上

采点测量, 探针压痕较浅, 约 15.12 nm, 表明细胞膜

黏附弹性形变程度不大, 可能膜表面具有剪切张力. 
但是对应的膜形变恢复力平均约为 149.57 pN, 细胞

在膜骨架的内衬下仍近似为弹性体. 更有趣的是, 探
针在撤离样品表面时力图谱呈现自然弯曲, 跳离点

前后连续出现柔性降序波线, 探针跳离瞬间线程较

大, 为 120.9 nm, 次级波动线程依次约为 17.35 和

25.03 nm. 此刻受到的膜弹性最大黏附力为 14.28 nN. 
表明探针与样品间存在多重黏附结合点, 随着间距

增大, 多股黏附会逐渐递减为单股黏附直至探针完

全脱离膜表面. 探针与细胞膜 之间可能有分子特异 
 

 
 

图 6 经生理血浆溶液制备的红细胞 AFM 扫描图像 

(a) 细胞二维形貌图; (b) 细胞三维形貌图. 扫描范围: 10.00 μm×10.00 μm, 扫描频率, 1.0 Hz. (c) 红细胞膜表面最大高度 
环面上采点测量的力距离曲线图谱; (d) 红细胞中央凹陷区采点测量的力曲线 
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性相互作用力, 膜表面存在能级跳跃势阱. 细胞膜为

维持自身完整性与减少膜损伤, 弹性形变的修复过

程往往采取逐级缓冲释放[31]. 
其次, 在细胞中央凹陷区域得到的力图谱更具

有特点(图 6(d)), 探针压痕很深, 约 410.35 nm, 膜形

变恢复力为 281.55 pN, 致使微悬臂在其弹性形变范

围内的最大偏移点受力不随位移变化. 推测可能是

由于细胞膜表面非常柔软, 探针持续下陷, 造成细胞

膜骨架局部受力发生构型改变, 出现流动膜层空穴,
致使膜弹性形变超过探针绕度范围, 膜压痕还未恢

复原形时探针受水膜界面毛细管力而保持恒定. 探
针在整个后退过程中再次与膜上黏附位点发生吸引, 
移动拖拽距离超过膜张力范围, 为维持膜层完整并

弥补空穴, 周围膜骨架重组构型产生突起以适应外

来的机械牵引. 探针跳离瞬间线程较大, 经统计平均

约为 115.31 nm, 此刻受到弹性黏附力为 13.84 nN. 
推测生理环境下活性红细胞为实现其正常的新陈代

谢功能, 膜表面紧致而有弹性, 黏附但不黏滞. 外围

膜骨架采取有效自我调控机制优化空间结构, 中央

凹陷区域保持低能损耗态势, 膜骨架的局部解离与

装配也以最低能耗、最快路径进行, 都是为扩大自身

表面积做准备.  

2.5  力曲线测定等渗无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液
制备的活性红细胞 

光学显微镜检发现PBS等渗缓冲液中的红细胞

维持正常形态 . 经计算得到这种无 Ca2+/Mg2+ 的

D-PBS缓冲液其渗透压为 292.38 mmol/L, 属于等张

溶液. AFM观测红细胞形貌的扫描成像图(图 7(a)和
(b))显示细胞呈现双凹圆环状, 且中央凹陷区域面积

较大, 凹陷程度较深. 细胞平均直径为(7.31± 0.15) 
μm, n=50. 细胞边界有微小絮状物聚集, 细胞膜表面

有轻度变形, 存在不对称隆起.  
图 7(c)是探针测量红细胞最大高度环半径上膜

表面作用力图谱. 当探针与样品接触瞬间出现跳触

点, 随后是连续非线性锯齿抖动波形. 在样品表面接

触的探针其前进线与后退线均存在微小幅度的锯齿

波纹, 两线型具有微小下倾弧度. 探针压痕深度约为

23.74 nm, 膜形变恢复力平均为 137.64 pN. 表明膜表

面最初受到探针接触有扰动现象, 相互作用力处于

动态平衡调节状态. 可能由于细胞中央凹陷程度较

深, 造成细胞骨架支撑膜外周环的空间增加, 膜边缘

隆起弧度明显, 致使红细胞膜具有一定刚性特征. 但
是相应的弹性作用力表明膜仍具有正常的恢复性能. 
并且在跳离点前后撤离线呈柔性非光滑圆弧曲线, 最
大跳离线程约为 114.36 nm, 弹性黏附力为 12.07 nN. 
这表明探针在撤离样品表面时, 细胞膜受到非线性吸

引力但无逐级阶梯黏附波线, 细胞质膜结构紧致与探

针尖无浸润黏滞性, 整个细胞的黏弹性相对良好.  

 

 
 
图 7  经无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液制备的红细胞AFM

扫描图像 
(a) 细胞二维形貌图 ;  (b) 细胞三维形貌图 . 扫描范围 :  20.00 
μm×20.00 μm, 扫描频率, 1.0 Hz. (c) 红细胞膜表面最大高度环面 

上采点测量的力距离曲线图谱 
 

由于红细胞具有渗透脆性, 细胞膜对不同渗透

性的电解质溶液具有一定的抵抗能力. 当红细胞内

渗透压与血浆的渗透压基本相等时, 细胞维持正常

形状和大小. 但当等渗缓冲液中的Na+, K+含量有轻

微变化时, 溶液处于高渗、低渗等状态时, 细胞将发

生显著形变.  

(1)  K+ 浓度变化对红细胞膜弹性特性的影响. 
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在无Ca2+/Mg2+的等渗D-PBS缓冲液中, 当KCl浓度增

大 1 倍, 即为 5.34 mmol/L, 此时溶液渗透压(295.05 
mmol/L)虽未明显变化, 仍属于等渗溶液范围. 但是, 
AFM观测到红细胞边缘轮廓模糊, 中央凹陷半径减

小, 细胞高度降低, 约为 1.23 μm. 红细胞膜表面轻

度消融, 膜边缘絮状微溶物增多, 膜周围有内容物渗

出环带(图 8(a)和(b)).  
 

 
 
图 8 经无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液制备(5.34 mmol/L KCl)

的红细胞AFM扫描图像 
(a) 细胞二维形貌图 ;  (b) 细胞三维形貌图 . 扫描范围 :  10.00 
μm×10.00 μm, 扫描频率, 1.0 Hz. (c) 红细胞膜表面最大高度环面 

上采点测量的力距离曲线图谱 
 

力曲线测量图谱(图 8(c))显示, 探针与细胞膜表

面接触前后线形呈锯齿波连续平稳变化, 但在后退

撤离过程中, 探针与样品间相互作用明显, 力曲线波

形持续抖动, 并出现不规则跳跃峰值, 推测这主要是

电解质溶液对膜表面电荷密度分布有影响, 固液界

面间可能存在双电层力. 而且, 功能性膜蛋白位点电

荷不均匀分布, 存在非连续的相层电势差等共同作

用的结果. 接触线近乎为直线, 表明膜表面具有刚性

特征, 压痕深度较小, 统计平均约为 16.35 nm, 膜表

面形变恢复特征不显著, 约为 23.47 pN. 跳离点前后

无拖拽迟滞现象, 膜表面略显刚性, 但黏附作用力约

为 113.39 nm, 表明膜表面仍具有黏弹性, 黏附力大

小为 12.76 nN.  
红细胞维持膜内外渗透压恒定, 始终处于膜内

高钾低钠与膜外高钠低钾的动态平衡体系. 但是, 膜
外过量K+的存在, 造成细胞膜外K+超负荷输入而膜

内Na+因输出受阻, 细胞兴奋时因钠离子在膜内过分

蓄积而使钠泵活动增强, 泵出钠量明显超过泵入钾

量, 使膜内Na+, Ca2+积聚, 负电荷相对增多, 血红蛋

白液晶态发生胶凝相变, 导致蛋白结构异常, 红细胞

膜上的肌纤凝样蛋白收缩, 细胞膜的渗透感应位点

受阻, 红细胞变硬[8,19]. 同时, 膜外过量K+聚集导致

细胞膜上ATPase酶水解活性降低, 细胞内外离子浓

度持续失衡, 跨膜电化学和能量代谢失调、细胞膜损

伤、膜内溶物渗出. 继而影响膜脂双层中磷脂分子运

动状态、膜蛋白功能和分子运动方式, 最终造成膜流

动性下降、红细胞变形性降低、膜弹性减弱、脆性增

加[8].  
(2)  Na+浓度变化对红细胞膜弹性特性的影响. 

无Ca2+/Mg2+的等渗D-PBS缓冲液中 , 仅以一定梯度

系列改变NaCl浓度时, 红细胞为适应渗透压变化而

发生急剧形变, 相应的膜表面作用力复杂而多样.  
(i) 对高渗 D-PBS(145 mmol/L NaCl)中的红细胞

测定结果 . 当 D-PBS 缓冲液中 NaCl 浓度为 145 
mmol/L, 此时溶液渗透压为 306.38 mmol/L. 对该环

境下的红细胞进行 AFM 扫描成像(图 9(a)和(b))显示, 
细胞急剧皱缩, 中央凹形区域基本消失, 膜边缘突起, 
呈现棘轮状.  

首先, 利用力曲线对红细胞膜同半径的平坦表

面环带采点, 图 9(c)力图谱中探针与细胞膜表面接触

瞬间跳触点明显, 表明探针与样品间的范德华力与

黏附吸引力较强. 接触过程前进线与后退线始终呈

现具有微小波纹的下凹曲线 ,  压痕距离平均约为

18.75 nm, 但是膜表面刚性特征明显, 接近塑性体形

变, 平均大小仅仅约为 31.6 pN. 探针压入膜表面位

移距离较长, 接触点与跳离点间距较大, 约为 102.4 
nm, 表明膜表面仍存在拖拽黏附力, 平均为 13.56 nN. 
跳离点近似刚性变化, 探针与样品间无逐级变化锯

齿波形, 说明红细胞膜结构紧致, 无浸染黏附特征, 
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图 9 经无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液(145 mmol/L NaCl)制备的红细胞AFM扫描图像 
(a) 细胞二维形貌图; (b) 细胞三维形貌图. 扫描范围: 50.00 μm×50.00 μm, 扫描频率, 1.2 Hz. (c) 棘轮态细胞表面平坦区采点 

测量力曲线图谱; (d) 棘轮突起区域采点测量力曲线图谱 
 
与探针无特异性结合作用. 图 9(d)是对棘轮突起部位

测量的力曲线图谱, 接触曲线均出现连续非线性锯

齿, 探针压入样品过程中线形陡峭压痕程度小, 平均

约为 17.66 nm, 棘轮突起部位膜形变弹力约为 92.17 
pN. 跳离前后线程不大, 图谱具有链状逐级递减黏

附波形, 约为 52.10 nm, 对应膜表面黏弹性大小约为

6.25 nN. 推测可能是胞内水分大量流失改变膜内外

压强, 细胞整体发生皱缩. 而边缘骤变呈棘轮态突起, 
是尽可能为细胞中央区域冗余出有限延展空间来维

持残存的生理功能, 因此造成膜骨架与质膜密集度

增加, 膜表面整体刚性增强, 黏附弹性减弱, 弹性形

变能力明显下降.  
    (ii) 对低渗D-PBS(128.21 mmol/L NaCl)中红细

胞测定结果. 当无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液中NaCl
浓度为 128 mmol/L, 此时溶液渗透压为 272.80 
mmol/L. 由AFM扫描图像显示, 红细胞双凹盘面消

失、细胞体积急剧膨胀呈球形, 其直径(5.96±0.18) μm, 
n=50. 个别细胞表面具有突触角, 如图 10(a)和(b)所
示.  

图 10(c) 是力曲线图谱, 显示球形红细胞仍具有

弹塑形变特性, 探针与膜表面接触过程中曲线柔软

有弧度, 且压痕较小, 约为 19.5 nm. 膜形变恢复力平

均约为 88 pN. 探针受到样品黏附吸引, 跳离线程为

33.21 nm, 作用力大小为 3.96 nN. 但发生跳离前后, 
探针近似刚性反弹, 表明细胞膜表面具有柔软弹性, 
但膜溶胀后剪切张力和脆性都增加. 图 10(d)对球形

细胞表面突触角进行力曲线测量发现, 探针对突触

角压痕深度很大, 约 29.64 nm, 形变恢复力较大, 约
为 127.33 pN. 但是, 探针跳离瞬间线程小约为 56.39 
nm, 对应力为 9.01 nN. 表明突触角表面柔软、有弹

性和低黏附性. 推测可能是因细胞膜内压强较高, 突
触角部位膜骨架受剪切作用而沿垂直膜表面方向延

展, 膜骨架蛋白中交叉复合物构型改变, 肌动蛋白 
寡聚体丝状中心轴过度悬垂伸展, 六角晶格列阵单

体空间重心位点升高. 同时由于溶液渗透压减低, 过
量水分进入膜内而内容物向膜外微渗漏时, 因内外

流速不同对质膜产生涡流冲击, 诱发细胞膜载体积

水通道聚集, 导致细胞膜出现局部快速水内流, 从而 
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图 10  经无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液(128.21 mmol/L NaCl)制备的红细胞AFM扫描图像 
(a) 细胞二维形貌图; (b) 细胞三维形貌图. 扫描范围: 30.00 μm×30.00 μm, 扫描频率, 1.0 Hz. (c) 球形红细胞表面光滑区域采点 

测量力曲线图谱; (d) 球形红细胞突触角采点测量力曲线图谱 

 
促使细胞膜瞬间突起[20], 造成局部质膜无膜骨架内

衬而形成柔软突触角.  
(iii) 对D-PBS(94 mmol/L NaCl)中红细胞的观测

结果. 当无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液中NaCl浓度为

94 mmol/L, 此时溶液渗透压为 204.38 mmol/L. AFM
观测图像(图 11(a)和(b))显示①红细胞膜严重受损, 
均呈现凹陷圆盘形膜囊及血影空壳残片, 其直径约

为(9.59±0.14) μm, n=50, 高度仅为 39.4~137.55 nm; 
②扫描图像中残留单层膜囊, 边缘及膜内部中央区 
 

 
 
图 11 经无Ca2+/Mg2+的D-PBS缓冲液(94 mmol/L NaCl)制

备的红细胞AFM扫描图像 
(a) 细胞二维形貌图; (b) 细胞三维形貌图. 扫描范围: 40.00 

μm×40.00 μm, 扫描频率 1.0 Hz 

域较高, 发生相互重叠的膜层近乎透明; ③这是由于

低渗溶液中红细胞脆性增加, 对周围溶液渗透抵抗

能力降低, 水分子大量进入细胞, 使其迅速膨胀后破

裂发生溶血; ④血红蛋白逸出溶解到缓冲溶液中致

使整个观测背景较暗. 

3  讨论 
人血红细胞膜由磷脂双分子层构成, 其分子C端

头部分别伸向胞浆和血浆, N端尾部网状交织, 成为

液晶态膜的疏水核心, 有利于细胞膜动态调节胞内

外离子平衡和液态营养物质的输送. 在血循环过程

中, 红细胞膜受到晶体渗透压与胶体渗透压共同作

用. 血浆和体液成分复杂, 主要为电解质、葡萄糖和

蛋白质等. 其中属两性电解质又是胶体渗透压必要

组分的是蛋白质, 它对渗透浓度影响并不大. 所以, 
真正影响体液渗透浓度的物质主要是糖类与晶体性

溶质, 特别是离子化溶质微粒, Na+, K+, Ca2+, 3
4PO −

等. 因胞浆和胞浆中多数晶体物质不易透过细胞膜, 
细胞外液晶体渗透压相对稳定对保持胞内外动态平

衡尤为重要.  
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利用AFM对活性红细胞膜弹性特性进行力曲线

测量时, 必须考虑不同生理环境中细胞膜的渗透压、

黏附性等因素对红细胞特殊膜骨架结构的影响. 细
胞骨架是活细胞维持正常生存形态特征的决定因素, 
也是表征细胞微观动态机械特性的关键所在. 实验

表明红细胞在不同渗透压溶液环境中膜骨架蛋白网

络的形变与细胞表面弹性有一定关系 [12] . 利用AFM
力曲线对不同生理溶液制备的活性红细胞膜进行弹

性特性的初步量化分析, 得到形变程度不同的红细

胞膜表面弹性恢复特性、黏附弹性等有效信息. 研究

结果表明, 分别在 0.85%等张生理盐水、5%葡萄糖溶

液、等渗生理血浆缓冲液和等渗无Ca2+/Mg2+的D-PBS
缓冲液中制备的活性红细胞, 细胞形态均保持双凹

或单凹圆盘状. 经AFM力曲线对上述制备液中的红

细胞逐一测量 ,  发现生理血浆环境对维持红 
细胞膜形变恢复性能有优势, 尽管探针对膜表面压

痕深度相对较小. 同时该生理血浆缓冲液中红细胞

膜弹性恢复特性因测量位点不同而差异显著, 细胞

膜中央凹陷区近似为弹性体, 膜表面紧致有良好弹

性但不黏滞. 而边缘区细胞因膜骨架内衬弧度较大, 
显示出弹塑刚性, 但力曲线图谱显示该膜表面区域

存在逐级释放的柔性链状曲线, 表明边缘区膜具有

黏滞性 . 对比 0.85%等张生理盐水与等渗无Ca2+/ 

Mg2+的D-PBS缓冲液中制备的活性红细胞力曲线图

谱 , 发现前者红细胞膜表面形变恢复作用力(31.56 
pN)比后者相应值(137.64 pN)小很多, 但是红细胞膜

黏附弹性前者大于后者, 约 2.49 nN. 推测可能与缓

冲介质中的溶质成分对细胞膜表面电荷分布和膜渗

透脆性有直接影响. 5%生理葡萄糖溶液中制备的红

细胞膜具有一定形变恢复特性和强黏附弹性特征 , 
但细胞间容易黏附造成膜通透性降低, 形变能力变

弱, 细胞识别反应迟钝. 力曲线图谱出现长线程光滑

弯曲黏滞弧线, 跳触点出现斥力反弹现象, 推测这可

能与溶质黏滞性, 膜表面过度糖基化修饰有直接关

系.  
在无Ca2+/Mg2+的等渗D-PBS缓冲液中 , 轻微改

变Na+, K+含量细胞将发生显著形变. 实验结果显示, 
当K+浓度增大, 红细胞膜表面轻度消融, 膜边缘絮状

微溶物增多. 力曲线图谱显示膜具有一定刚性, 形变

恢复性能和弹性黏附力较小. 推测由于红细胞本身

具有渗透脆性, 而过量K+存在使细胞膜上ATPase酶
水解活性降低, 细胞内外离子浓度持续失衡, 造成膜

表面轻度硬化而结构损伤, 膜抵抗形变能力下降 [8]. 
当无Ca2+/Mg2+的等渗D-PBS缓冲液中仅以一定梯度

系列改变NaCl浓度时, 红细胞为适应渗透压变化而

发生急剧形变, 相应膜表面作用力具有多形性特征, 
反映出红细胞膜与骨架网络之间具有复杂生物物理

特性. 在等渗环境中制备的细胞维持正常形态, 细胞

膜表面压痕深度、形变恢复特性和膜黏附弹性均接近

于生理血浆缓冲液中的红细胞相应测量参数. 当该

缓冲溶液处于高渗状态(145 mmol/L NaCl)时, 细胞

急剧皱缩呈现棘轮状, 膜表面刚性特征明显, 接近塑

性体形变, 恢复力大小仅为 31.6 pN. 当该缓冲溶液

处于低渗状态(128 mmol/L NaCl)时, 细胞溶胀呈球

形, 探针与膜表面接触过程中膜表现出近似刚性反

弹, 膜剪切张力和脆性都增加. 个别细胞表面具有突

触角, 推测可能是由于红细胞膜内压强较高, 突触角

部位膜骨架受剪切作用而使交叉复合物构型改变 . 
同时由于溶液渗透压减小, 内外物质流速不同对质

膜产生涡流冲击, 诱发细胞膜载体积水通道聚集, 导
致细胞膜出现局部快速水内流, 造成局部质膜无膜

骨架内衬而形成突触角[20]. 当缓冲液中NaCl浓度为

94 mmol/L, 此时红细胞膜严重受损, 均呈现凹陷圆

盘形膜囊及血影空壳残片.  
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