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原子力显微镜在畜牧业中的应用前景
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〔摘 要 」 原子力显微镜
,

是观察样品表面结构的一种新工具
,

能够检测样品

之间的相互作用力
,

在生理条件下对样品进行实时观察
。

文章对 的工作原理及其近年来在畜牧业研究领域中

的应用现状进行了综述
,

并展望了 在畜牧业领域中的应用前景
。
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原 子 力 显 微 镜
,

,

是扫描探针显微镜
,

的一种
,

由 等仁
‘口于 年发

明
,

其横向分辨率为 一
,

纵 向分辨率为
,

是观察样品表面结构的一种新工具
。

原子力显

微镜对样品处理要求低
,

不需要对样品进行脱水
、

包

埋
、

切片
、

染色等繁琐处理
,

具有样品制备简单
、

操作

方便
、

检测过程快速
、

分辨率和灵敏度高等优点
,

且

可以在近生理条件下对样品进行动态观察
。

近年来
,

原子力显微镜已越来越多地应用于物理
、

化学
、

医学

等研究领域
,

但在畜牧业中的应用 尚不多见
,

为此
,

本文就原子力显微镜在畜牧业中的应用现状及应用

前景进行了综述
。

的工作原理

通常以氮化硅作为一个灵敏的弹性微悬

臂
,

微悬臂尖端有一个只有原子大小的探针沿样品

表面扫描
,

针尖与样品间的相互作用力会引起微悬

臂的形变
,

从而使微悬臂背面的激光束位置发生变

化
,

这种变化导致激光反射在光电检测器上后产生

不同的电脉冲信号
,

计算机将这些信息处理成暗和

亮的区域
,

在显示器上可得到放大数万倍的样品表

面形貌仁
, 〕
。

主要有接触模式 和动态

模式 种工作模式〔〕
。

接触模式扫

描时
,

针尖一直与样品表面接触
,

优点是扫描速度

快
,

可获得原子级的分辨率
,

缺点是横向力会影响图

像的原始特征
,

对易变形的低弹性样品易造成损害
。

动态模式扫描时
,

探针针尖始终不与样品表面接触
,

只在样品表面上方 距离内扫描
,

针尖与

样品之间的距离是通过保持微悬臂共振频率或振幅

的恒定来控制的
。

该模式的优点是消除了横向力
,

针

尖与样品之间每次接触的时间很短
,

对样品的损坏

小
,

适用于较柔软的生物分子
,

缺点是扫描速度略

慢
。

在畜牧业中的应用

对饲料添加剂颗粒大小和形态的观察

有研究表明义
,

物质在消化道中的吸收率在很

大程度上取决于其在吸收部位的溶解速度和接触面

积
,

减小粒径可以增大暴露在介质中的表面积
,

提高

溶解速度
,

有利于物质的吸收利用
。

因而在畜牧业

上
,

越来越多的学者致力于营养物质颗粒大小的研

究
。

纳米材料是指三维中有一维达到 的

物质
。

纳米材料具有的表面效应
、

体积效应
、

小尺

寸效应
、

量子遂道效应等优异特性
,

不仅大大改善了

原有材料的性质
,

而且出现了许多新的性能或效应
,

从而使纳米材料逐渐渗透到饲料工业中
。

是

观察材料大小和形态的有力工具
,

可 以对制备的饲

料添加剂颗粒的大小和形态进行快速测定
,

并通过

相应的计算机软件对图像进行分析
,

获得表面积
、

比

表面积及体积等量化参数
,

为分析饲料添加剂的性

能 提供 了科学依据
。

青保华困在研 究纳米硒对

肉鸡 的生物学效应及其分子机理时
,
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对纳米硒颗粒进行了研究
,

由 图像分析

得知 纳米硒颗粒分散性 良好
,

呈圆球形
,

粒径尺寸

变化幅度在
,

平均粒径
,

且粒径

在 的颗粒占纳米硒颗粒的
。

对细胞形态结构及细胞生物过程的观察

对细胞形 态结 构 的观察 已广泛用

于观察各种细胞的表面结构
,

如对红细胞
、

血管内皮

细胞
、

巨噬细胞
、

肾上皮细胞
、

精细胞
、

神经母细胞
、

内皮细胞
、

淋 巴母 细胞等细胞的观察沈
。

,

等工利用 对一定数量血红细胞的表面形态及

三维结构进行了观测
,

通过图像可对红细胞的厚度
、

宽度
、

表面积
、

体积等进行测算
。

等象
几

则观

察了在药物
、

低浓度离子等作用下的红细胞与正常

红细胞的差别
。

张汝芝等口
“〕用 观察了人表皮

黑素细胞
、

毛囊无色素黑素细胞和 鼠黑素瘤细

胞的形态结构
,

从 图像分析得知 正常人表皮

黑素细胞有 级分支
,

在主干及分支的顶端和侧缘

可见膨出的球形结构 鼠黑素瘤细胞仅有很短的

级分支
,

在 级树突近端可见黑素小体 毛囊无色素

黑素细胞只有 级树突
,

且仅在树突近端有少数黑

素小体
。

对细胞形 态 变化的观察 独特的成

像原理和特性
,

使其能够对活细胞在生理
、

病理条件

下 形态结构 的变化进行动态观察
。

观察时 可 向

液体池中注入不同的溶液
,

用以改变活细胞

的液体环境 如 值
、

离子浓度等
,

从而引起细胞

形态和结构的改变
,

在这一过程中
,

可以对细

胞的变化进行实时地动态观测
。

如 感染病毒后细胞

表面形态的改变孰”〕
,

成骨细胞在加入底物 钻铬
、

钦
、

钦钒等 后细胞形态和细胞弹性的变化仁
’ ,

三磷

酸鸟营
,

对胰腺外分

泌细胞囊泡高度的影响仁
’企等

。

等仁川用

观察了在表皮生长因子
,

刺激 下
,

腺癌 细胞板状 伪足增 长 的过程

等
’口用 观察了肝 自然杀伤细胞和结肠

癌细胞共培养时的细胞毒性效应
。

传统的细胞毒性

试验方法在效应细胞和靶细胞接触后 方

可检测到细胞毒性效应
,

而用 在 种细胞接

触后 即可检测到
。

在畜牧业上
,

可借鉴其他

学科在研究细胞生物学方面的经验
,

通过 检

测某些物质对红细胞
、

淋巴细胞
、

脾细胞及肝细胞等

细胞形态变化的影响
,

用于衡量动物体的健康状况

或评价饲料中某些物质的性能
。

对细胞 间相互作 用 的观察 可对扫

描各点的作用力进行测定
,

依此原理可 以测定 种

细胞之间的相互作用力
。

将一种细胞连接在

扫描探针的尖端
,

使针尖功能化
,

对另一种单层排列

的细胞进行扫描就可 以进行细胞间相互作用 的研

究
。

如 在胚胎移植过程中
,

胚囊与母体组织的最初

接触是通过胚囊滋养层细胞与子宫内皮细胞的猫附

作用实现的
,

这种勃附作用对于胚胎移植非常关键
。

等汇
’‘二采用前述方法

,

用 研究了人子宫内

皮细胞系
一 一 , 一

和人滋养型 细胞

之间的猫附作用
。

将 功能性地结合在

扫描探针的尖端
,

然后与单层的子宫内皮细

胞作用不同的时间段
, ,

和
,

渐

进力曲线 表明
一 一

和
一

与 之间均存在排斥性相互作用
,

但
一

的排斥作用力较
一 一

小
,

这是 由于
一

的 表 面 光 滑
、

糖 尊 薄
,

而
一 一

的表面粗糙
、

糖曹厚
。

在克服了排斥性相

互作用后
,

接触时间为 和 时
, 一

表

现出与 的特异性结合
。

这项研究第一次界定了

滋养细胞和子宫内皮细胞间的相互作用
。

的

这一作用
,

对畜牧业中研究多细胞生物体中细胞与

细胞间的相互作用具有重要启示
,

如可研究动物胚

胎移植中细胞的免疫排斥反应
,

病变细胞与健康细

胞间的相互作用等
。

对微生物形态结构及其活动的观察

有关 用于研究微生物形态结构及其活动

的报道较多二‘
’口。 等仁

, 〕观察了 株金黄色

葡萄球菌的形态
,

结果表明无荚膜的 株细菌表面

光滑
,

有荚膜的 株细菌表面呈粘液状
,

且通过对微

荚膜形态的观察
,

可以在原子力显微镜下区别这

株细菌
。

等
「’
应用 对溶液中大肠杆

菌
,

外膜的一种通道形成蛋

白 进 行 了研 究
,

结 果 显 示

是由脂质构成的二维晶体
,

其侧向分辨率为
,

垂直分辨率为
,

结果与
一

射线衍射晶体

分析的三维立体结构一致
。

用 亦可观察到电

压和 值变化引起的这种外膜蛋白结构的变化
,

这种变化与通道的关闭有关
,

是大肠杆菌细胞对周

围环境变化的保护性反应
。

等乳州用

观察了痘苗病毒感染单个细胞的过程
。

用膜片钳技

术中的微细吸管固定单个培养的猴肾细胞
,

将痘苗

病毒 株加入培养液中
,

用 观察不同培养

时间后细胞和病毒的变化
,

结果发现加人病毒后细

胞变得光滑柔软
,

提示在这种状态下病毒易穿过细
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胞膜
,

但未记录到内吞现象
,

研究认为这可能是悬臂

或探针阻挡了病毒在观察区的穿人
。

后
,

细胞表

现 出一些大小不一 的隆起
,

隆起逐 渐增 大
,

持续

一 后消失
,

分析认为这是参与病毒组装

的蛋白颗粒的胞吐现象
。

后
,

细胞表面出现更大

的隆起
,

宽约 一
,

数分钟后突然消失
,

在

细胞表面留下小的
“

瘫痕
” 。 比较以往的研究认定

,

这

是第一子代病毒通过胞吐作用从细胞中排 出的过

程
。

等淤
’〕用 测量了细菌在固体表面

动态和静态粘附时侧向和垂直方向的相互作用力
,

经分析发现
,

细菌分泌的多聚物和鞭毛结构在粘附

过程和微生物膜形成过程中均具有重要作用
。

对生物大分子的研究

可用于观察蛋白质
、

核酸的分子结构及

其参与的生理活动等
,

如 蛋白的聚合呻 〕
、

纤维组装

的过程卿二
、

胶原的超微结构和组装山习
、

蛋白三维晶

体增长的研究山 〕
、

生物膜的结构变化 踌
、

的装

配过程卿二以及生物大分子之间的交互作用嘟 〕等
。

等 口用多壁碳纳米管探针在室温下可重复

获得免疫球蛋 白 〔 ,

的

型结构图像
,

结果与
一

射线衍射的结果一致
。

免疫

球蛋白
,

目前还不能用
一

射线衍射进行分析
。

等吻 〕还用多壁碳纳

米管探针在室温下清楚地显示 了 对称的五邻

体结构
,

包括 对外部的 片段和 个内部的

片段
,

个别图像还显示 了连接 个 区域的环结

构
。

流感病毒血凝素是一个三聚体蛋白
,

每个单体由

和 个多肤链组成
。 〕 等咖 〕对血凝素

蛋 白的 个片段 和 进行了研究
,

用脂

质双分子层修饰 液体池中的云母片
,

将

和 蛋白溶液注入液体池中
,

以动态模式观察

发现
,

在中性条件下 种蛋白与脂质双分子层结合

后均能自组装形成三聚体分子
。

对环境进行酸化后
,

蛋白横向结合更加明显
,

脂质层未受到明显

干扰 而 蛋白几乎不受酸化的影响
,

脂质层中

出现小的缺损和孔洞
。 〕 等阳

’〕将单纯疤疹

病毒吸附在云母片上
,

用 可 以清楚地观察到

壳蛋白的结构和衣壳籽粒的中央孔
。

动物饲料 以上由植物籽实组成
。

植物籽实

结构极其复杂
,

其细胞壁由各类纤维组成
,

而动物吸

收植物营养时首先要破坏植物细胞壁以消化和吸收

营养物质
,

这都必须在酶的参与下才能完成
。

因此
,

酶制剂的研究和应用是当前畜牧业研究中的一大热

点
,

其中对
一

葡聚糖酶的研究最充分
,

并已被商业性

地用于畜禽饲料中
。

而件葡聚糖酶耐热性差
,

在饲料

加工过程中易失活
,

利用率低
。

吕文平眯 〕依据结构

域基因重组原理
,

构建了耐热
、

高酶活性的件葡聚糖

酶 —
,

并率先用 研究了重组酶 和

工程菌
一

原酶对
一

葡聚糖超微结构的影

响
,

所得的 图像清晰
、

美观
。

图像中 卜葡聚糖

纯品呈规则的网状结构
,

当 种酶分别与
一

葡聚糖

反应后
,

日
一

葡聚糖的网状结构均被破坏
,

而重组酶

对
一

葡聚糖的分解更为彻底
、

完全
。

在

葡聚糖酶研究中的应用
,

为 用于其他酶制剂

的研究展示了广阔的应用前景
。

结 语

独特的成像方式使其在物理
、

化学
、

医学

等领域的应用得到迅速发展
。

应该看到
,

国内外的某

些研究已经显示 了原子力显微镜在用于材料
、

生物

样品等专项研究中的巨大潜力
。

畜牧工作者也应该

将畜牧业领域的研究与原子力显微镜技术结合起

来
,

以便更深刻地阐明动物生理及病理功能的变化
,

促进畜牧业的发展
。

当然
,

尽管具有非常独特的性质
,

但它也

只是探索生命科学领域的一个工具
,

与其他仪器一

样
,

它有 自己独特的优势
,

也有不足的一面
。

例如
,

应

用 进行观察时
,

尽管制样简单
、

分辨率很高
,

但观察的始终只是样品的外部形态
,

而无法观测到

细胞
、

细胞器内部形态以及分子运动等 观察的样品

受到 探针半径曲率的限制等
。

因此
,

在实际研

究过程中
,

应将 与其他仪器设备
,

如透射电子

显微镜
、

激光共聚焦显微镜
、

核磁共振
、 一

射线晶体

衍射等结合起来
,

相互补充
、

相互验证
,

这样才能获

得全面
、

真实的结果
。
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