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原子力显微镜对雌激素受体表达的
乳腺癌细胞形态特征的观察

姚文莲，纪小龙
（辽宁医学院武警总医院，北京 100039）

摘要：目的 原子力显微镜（AFM）观察雌激素受体（ER）表达的乳腺癌细胞膜的表面形态变化，为亚细胞

水平下探索肿瘤发生机制、发展过程和细胞水平诊断和早期诊断提供新方法，并为探索肿瘤的治疗新途径提供

依据。方法 利用原子力显微镜分别观察雌激素受体抗体阳性表达和阴性表达的乳腺癌细胞膜表面形态特征

并对特征参数平均粗糙度、平均峰高度、平均凹陷深度和表面积差值进行定量测量，采用统计学方法进行差异

性分析。结果 雌激素受体抗体阳性表达组的乳腺癌细胞形态和阴性表达组相比具有明显的不同，阳性表达组

乳腺癌细胞膜表面凸凹不平，可见“细密尖锐”的“麦芒样”隆起，而阴性表达组的乳腺癌细胞膜呈“粗大饱满”的

“沟渠样”隆起。两组细胞在平均粗糙度、平均峰高度、平均凹陷深度和表面积差值方面有明显差异（ <0.05）。

结论 细胞膜表面结构因细胞的功能状态的不同而不相同。相同肿瘤细胞在不同功能状态下，其细胞膜在形态

结构上存在很大的差异，这为探讨肿瘤的发生机制、发展过程和早期诊断及细胞诊断提供依据。
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Morphological characteristics of breast cancer cells with estrogen
receptor expression under atomic force microscope

Wen-lian Yao, Xiao-long Ji
(General Hospital of A rmed Police Force, Liaoning Medical University,

Beijing 100039, China)

Abstract：Objective To observe the surface morphological changes of breast cancer cell membrane with
different expression of estrogen receptor (ER) under atomic force microscope (AFM), explore the mechanism of
occurrence and development of breast cancer, as well as provide new ideas for early diagnosis of tumor on
early sub -cellular level basis and possible evidence for advanced tumor therapy modalities. Methods The
breast cancer cells were divided into two groups based on the level of ER expression: positive group and
negative group. And then the surface morphology of cell membrane was observed under AFM. In both groups
the characteristic morphological parameters were quantitatively measured for each cell, which included average
roughness, mean peak height, average maximum depth and surface area difference. Then the results were
statistically analyzed. Results There were significant differences between the two groups in cellular morphology.
The surface of ER-positive cell membrane was rough and uneven: sharp tuberositas was similar to the awn of
wheat; while in the ER-negative group, the tuberositas was crassitude and plump, just as the ditch. There
were significant differences in the average roughness, mean peak height, average maximum depth and surface
area difference between the cells of both groups ( < 0.05). Conclusions The surface structure of breast cancer
cell membrane varies with different functional state. This may provide us with an insight into the mechanism
of actions of the cancer, its development process, and early diagnosis at pathological and clinical levels.
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伴随着肿瘤发病率的提高，对癌症的早期诊断

和有效治疗提出更严峻的挑战。研究证实，细胞的

形态变化反应肿瘤的生物学行为，细胞只有保持正

常的形态结构才能维持机体的正常运转。一旦形态

结构发生改变就会改变细胞的原有功能，机体将会

发生病态改变。但是由于细胞结构的复杂和微细，观

察其形态结构的条件不足，针对这方面的研究甚少。

本研究利用原子力学显微镜这一新技术手段，从分

析研究细胞形态特征入手，观察乳腺癌细胞在不同

雌激素受体（estroger receptor，ER）表达下的细胞膜

形态及其参数，为其早期诊断和单细胞诊断提供亚

细胞水平依据，为更好的认识癌症、治疗癌症提供

新的思维途径。

原子力显微镜（atomic force microscopy，AFM）

是 20世纪 80年代发展起来的一项新技术，与传统的

扫描电子显微镜比较，具有样品制备简单，横向和

纵向分辨率均非常高（观察单位达到纳米级别依旧

很清晰）等优点，可以精细清楚的观察细胞乃至细

胞膜的结构形态，成功的获取细胞膜的形态并测量

其相关特征参数。利用原子力显微镜观察受体以及

受体和配体相互作用的研究已经被证实其可能行

及可操作性[1]。1999年，Lehenkari等[2]用 AFM对位于

破骨细胞表面的整合素受体与其配体的结合力进行

了测量。2003年，Lee等[3]采用 AFM在生理条件下对

血纤维蛋白原与血小板受体αⅡbβ3之间的相互

作用进行研究。2008年的中国化学会第 26届学术

年会纳米化学分会上，师晓丽等[4]做 AFM单分子力

谱研究活细胞表面受体与配体相互作用的报告，正

式将 AFM这一工具带入到医学实践实验中。

尽管利用 AFM进行受体和配体的相关研究已

经在进行，但是针对乳腺癌雌激素受体的研究尚未

见明确报告。本研究利用 AFM的这一特点，可以很

好地实现在亚细胞水平上对雌激素受体表达的乳

腺癌细胞形态的观察和相关数据测量，以达到实验

的目的，填补该受体研究的空白，同时为将来的继续

研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 一般材料

选取 2013年 11月 -2014年 7月辽宁医学院武

警总医院切除的新鲜活体浸润性乳腺癌组织，共收

集 30 例。其中，男 1例，女 29 例，年龄 23～72 岁

（平均 48.7岁）。所有标本均经 HE和免疫组织化学

一步法染色并由 3位以上高年资病理医生做出明确

诊断。

1.2 主要仪器及规格

①倒置相差显微镜（Nikoneclipsete 2000-U，购自

日本 NIKON公司），②Nanoscope a型原子力显微镜

（购自 Digital Instruments Inc，Santa Barbara 公司，

CA）（悬臂：氮化硅，Si3N4；针尖：NSC-Ⅱ型，曲率半径

为 20～30 nm；Tapping扫描模式，即轻敲模式）。实验

条件：空气湿度 60%左右，温度 25℃左右。

1.3 方法

1.3.1 AFM观察样品的制备（细胞印片法） 将收

集的新鲜乳腺癌组织用洁净锋利刀片剖开，反复冲

洗剖面并用滤纸吸去残留血液和组织液，将预处理

好的载玻片轻柔均匀地按压于组织剖面处，使细胞

均匀地印在玻片上（每个组织选择 3个切面，每个切

面各印 3张切片）。将制备好的细胞印片放置于洁

净空间晾干，分组，准备扫描。

1.3.2 实验分组 根据常规免疫组织化学染色雌激

素受体抗体表达的结果，将病例分为两组：阳性组和

阴性组。其中，常规组织切片雌激素表达（-~+）为阴

性组，表达（++~+++）为阳性组。判断方法如下：以肿

瘤细胞的细胞核呈棕黄色染色为阳性。阴性：无细胞

核呈棕黄染色或少于 5%的肿瘤细胞细胞核较弱棕

黄染色；1+：5%~20%的肿瘤细胞细胞核弱棕黄染

色，仅个别可中到强着色；2+：20%~60%的肿瘤细胞

细胞核较弱到中度棕黄着色，个别可强着色；3+：多

于 60%的肿瘤细胞细胞核中到强棕黄着色，个别可

弱着色。所有免疫组织化学染色的结果均经由 3位

主治职称以上的病理医生复核。

1.3.3 AFM扫描各组细胞样品 样本置于 AFM载

物台上，利用 Nikon倒置显微镜选取分散度较好、呈

点状分布的细胞区域，调整激光光斑、自动调频、下

针接触到样本并开始扫描。动态观察显示屏出现的

细胞图像并随时调节扫描范围。每张样品选取 10

个细胞，每个细胞依次按照扫描范围从大到小

（35μm~500 nm）的顺序扫描单个完整细胞和细胞

膜并获取图像。按照扫描需求在 0.5~2.0 Hz之间调

Keywords: atomic force microscope; breast cancer; estrogen receptor; cell membrane; morphological
characteristic
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节扫描频率。扫描完成的细胞和获取的相应图像进

行特殊定位和标记，以备后续免疫组织化学染色进

一步确认分组的准确性和目标细胞的正确性。扫描

图像保存后用 AFM分析软件进一步分析，分别观

察 ER 阳性组和阴性组细胞的细胞膜形态并对细

胞膜形态参数（表面平均粗糙度、平均峰高度、平均

凹陷深度和表面积差值）进行定量测量。

1.3.4 免疫组织化学染色复核 将扫描完成的乳腺

癌印片细胞进行雌激素受体的免疫组织化学染色，

由 3 位主治以上的病理医生读片确认病例分组的

准确性，并且根据定位，确认每个扫描细胞的雌激

素受体着色分组无误。

1.3.5 细胞膜表面参数定量分析 整理扫描范围为

1μm区域的测量结果，利用 AFM图像分析系统对

两组细胞的细胞膜形态参数进行定量测量。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，用 检验， <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 AFM扫描细胞膜成像结果

各组细胞膜表面纳米级超微结构成像清晰。乳

腺癌细胞在扫描范围 30μm 时形状呈圆形 / 类圆

形，雌激素受体抗体阳性组和阴性组细胞形态差异

在此分辨率下无明显差异。随着扫描范围缩小至

5μm和 1μm 时，其分辨率增大，细胞膜表面的超

微结构也随之清晰呈现，乳腺癌细胞膜表面凸凹不

平，呈现不同程度的隆起。但是，激素表达状态不同，

隆起的形状有差异。雌激素受体抗体阳性表达的乳

腺癌细胞膜可见“麦芒样”隆起，特点是隆起物分布

较细密“尖锐”且不均匀，形状欠规则，粗糙程度较一

般，平均裂间隙较浅（见图 1）；雌激素受体抗体阴性

表达的乳腺癌细胞也呈现隆起，但隆起物与阳性组

比较明显变稀疏“饱满”，呈“沟渠样”隆起，粗糙度较

阳性组高，平均裂间隙较深（见图 2。因 1μm时仅能

显示一个隆起而不能显示沟渠特征，故选用 5μm

时图像）。

2.2 膜表面重要参数测量结果

经 AFM软件自动分析系统测出的 2组细胞膜

形态参数比较结果见附表。2组在 4个参数（表面平

均粗糙度、平均峰高度、平均凹陷深度和表面积差

值）的比较差异有统计学意义（ <0.05）。

3 讨论

机体的正常生命活动都依附于细胞的功能。细

胞膜不单是细胞的物理屏障，还与细胞的各种生命

活动如细胞的识别黏附、运动迁移、免疫应答、物质

运输、信息传导、细胞分裂、细胞分化、衰老及病变、

癌变等有着密切的关系[5]，而细胞膜的正常形态是其

行使功能的基础。一旦细胞膜表面形态发生改变，细

胞的功能必将出现异常。研究证明[5]，正常细胞在发

展为肿瘤的过程中，其膜表面蛋白的数量和形态发

生改变，从而导致细胞膜形态结构发生改变。同一

种细胞，在不同的生理、生态和功能条件下，其形态

结构也会不同[6]。因此，通过观察肿瘤细胞膜的形态

变化，可以预测肿瘤组织细胞中特定成分如核酸

附表 不同激素状态乳腺癌细胞膜表面峰高度、粗糙度、

表面积差值和凹陷度 （ =600，nm，x±s）

组别 峰高度 粗糙度 表面积差值 凹陷度

ER（-） 45.93±1.29 31.87±6.46 16.35±1.03 35.09±6.36

ER（+） 18.15±1.89 20.65±4.03 5.69±1.33 18.28±2.15

值 0.000 0.001 0.000 0.001

图 1 乳腺癌细胞膜“麦芒样”隆起 （1μm）

图 2 乳腺癌细胞膜“沟渠样”隆起 （5μm）
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的含量、相应激素受体数量及其位点的变化，为探

索肿瘤的发生机制、预测肿瘤的发展和预后提供可

靠的亚细胞学和形态学证据。Radmache [7 ]、Kaul-

Ghanekar等[8]利用原子力学显微镜观察肿瘤细胞形

态变化就证实了这一点。

众所周知，乳腺癌是一种激素依赖性肿瘤，其发

生、发展和预后都与雌激素的表达有着密切的联系。

有文献报道[9]，在内源性或外源性雌激素诱导下，乳

腺细胞增殖速度加快，导致发生错误复制的几率增

加（乳腺癌的发病机制之一：过量激素的长期刺激）。

有数据证明 [10]，当体内的雌二醇水平持续高于 103

pmol/L时，可以促进乳腺正常和新生上皮细胞的增

殖，而过量的雌激素又通过刺激乳腺癌细胞的生长

和抑制其凋亡，从而增加乳腺癌的发病率及复发率，

促进其发生和发展。另外，体外研究表明[11]，雌激素

还可促进乳腺细胞的转化和增加乳腺肿瘤细胞的

侵蚀性。雌激素发挥这以上所有作用均依赖于它是

一种受体激素，其发挥生物学效应需要与细胞膜表

面的受体结合来实现。因此，当乳腺细胞发生癌变

时，乳腺细胞膜结构形态及功能会发生变化，其上的

受体也会发生变化；同时不同形态及受体数量的细

胞膜也预示癌细胞具有不同的肿瘤生物学行为。

近年来，随着 AFM技术的发展，促进其在细胞

生物医学领域的应用发展，国内外对一些疾病的研

究，也多致力于借助 AFM的优势（AFM的优势之一

是可以直接应用于活体组织的实时观察）进行相关

疾病培养的活细胞的实时扫描和观察 [12-14]和在分

子蛋白水平上对一些肿瘤发病机制进行探索[15]。单

就乳腺癌的细胞学研究方面，2009年，Tiwari等人[16]

利用 AFM观察人乳腺癌细胞结合表皮生长因子抗

体（Her-2）后细胞表面的形态，结合荧光成像发现

癌细胞的细胞膜在粗糙程度等方面有明显的变化

并获得立体图像。2012年 Plodinec等[17]在对乳腺癌

细胞的纳米力学特性的研究中发现，正常与良性病

变的人类乳腺细胞以及乳腺癌细胞的细胞膜表面形

态表现大有不同。但是目前国内对人体一些肿瘤组

织细胞的 AFM形态观察研究刚刚起步。谢飞跃在

2008年和腾艳群在 2012年都曾针对乳腺癌细胞进

行过研究，得出和 Plodinec等相近的结论。2012年

Jin 等人 [18]利用 AFM发现骨形成蛋白（BMP2）通过

改变细胞的支架和降低细胞的黏附来促进乳腺癌

细胞的迁移和侵袭。在本实验的前期预实验阶段，

本研究证实正常乳腺细胞、良性病变乳腺细胞和乳

腺癌细胞形态差异较大，其细胞膜表面平均粗糙

度随病变依次逐渐增大：正常乳腺组（9.214±1.983）、

乳腺增生症组（15.943±3.730）和乳腺癌组（24.021±

5.859），与既往研究一致[5，19]。

借助 AFM观察细胞形态的优势，本研究发现，

不同雌激素受体表达的乳腺癌细胞膜形态之间差

异有统计学意义（ <0.05）：雌激素受体抗体高表达

的乳腺癌细胞膜表面存在更多的小“凸起”（即受体

抗体结合位点），并且这些“凸起”较为平和，尚且具

有一定的结合能力。因此，雌激素可以作用于此而调

控肿瘤的发展。基于此，临床治疗中，笔者可以选择

雌激素受体拮抗剂（内分泌治疗），阻断这些受体与

雌激素的结合从而抑制肿瘤的发生发展。相反，不

表达雌激素的乳腺癌，其细胞膜表面的“凸起”发生

变异，与激素的结合能力丧失，从而使激素在其生

物学进程中的作用微小，故内分泌治疗对于该类患

者效果甚微。这进一步充分体现细胞结构与功能之

间的密切关系，为探索癌症的发生机制、指导临床

治疗方案的实施提供更为可靠严谨的亚细胞学水

平的依据。

综上所述，AFM的发明与应用为人类对于细胞

形态学的研究提供有力的工具。虽然目前受某些因

素的制约，其在医疗实践中的作用未能得到充分的

发挥，相关研究的数据很少，形态图尚不完善。但是

这掩盖不了其未来在医学中的应用价值。在医学预

防大于医学治疗的进展前景下，纳米医学、纳米诊断

和纳米治疗将会占有不可忽视的地位和作用。
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