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微管在APS-云母上的固定和AFM成象

陈圣福　韩公社　阎隆飞　李民乾

摘要‧借鉴原子力显微镜(AFM)和相差显微镜的微管研究的制样方法,应用(3-氨基丙
基)-三乙氧基硅烷(3-aminopropyl)-triethanoxysilane(APS)-云母作为微管的AFM成象和性
质研究的衬底,获得了满意的结果。它不仅比常用的硅烷化硅片衬底有更好的平整性,而
且具有操作更加简便的优点。本方法对进一步研究微管的性质和动力学研究非常重要 
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Immobilizing microtuble on APS-mica and imaging with‧atomic force 
microscopy
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Abstract　We found (3-aminopropyl)-triethanoxysilane (APS)-mica is an ideal kind of 
substrate for microtuble and is easily prepared. This method could be very useful in investigating 
microtubules properties and dynamic processes under near-nature environment. 
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　　原子力显微镜(AFM)技术从诞生[1-3]就以其不同于原有电子显微镜技术的优点在生
物样品研究中得到了广泛应用。为了进一步展开对生物样品的研究,除了原子力显微镜
的成象方式和针尖制备方法需改进外,制样方法的探索仍然是扩展这一技术在生物样品
中应用的一个重要方面[4]特别是近生理条件下的原子力显微镜成象以及动力学过程研
究的出现[5]，带来了样品固定和保持样品活性的矛盾,这对原子力显微镜的制样技术提
出了更高的要求 
‧‧由于原子力显微镜技术本身成象方式的要求,对衬底的平整度有着特殊的要求一般
采用有较大晶面的材料作为原子力显微镜的衬底,例如：云母、高序石墨、硅片以及用
特殊方法制备的大面积平整的金膜[6]是通常选用的衬底材料。对一些平整度要求不高
的样品,衬底还可以用光学玻璃。但是,由于以上几种材料的表面性质比较单一,不能适
应原子力显微镜的研究对象的复杂多变的要求,所以对衬底材料表面的修饰变得非常重
要。 
‧‧在硅片、金、以及玻璃表面上的自组织膜技术是一种非常成熟的技术[7]。利于双
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功能的修饰剂可以得到不同功能团的表面,从而获得不同化学活性的衬底表面,以适应不
同研究对象的要求。由于硅片和大面积平整的金膜比较昂贵和较大的起伏,而玻璃本身
表面起伏太大,所以利用云母的原子级平整表面进行修饰具有非常重要的价值。然而,至
今还未有云母表面形成硅烷自组织膜机制的报道,是否能够形成均匀致密的单分子膜也
并不十分清楚,所以,制备原子级平整的APS-云母仍然是各国AFM实验室致力于完善的
一个基本实验基础。应用APS修饰的云母已经在DNA分子操纵中得到初步应用[8],且结
果非常理想。因此完善APS-云母在生物样品方面的应用有其特殊意义。　 
　‧我们通过在云母上修饰APS,发现云母表面仍然保持极好的平整性,且明显地改善了
衬底对微管的吸附和偶联能力,为进一步的微管动力学研究奠定了基础。

1　实验样品与方法 
‧‧在超净工作台上,将新解理的云母浸入新配制的40mL的1% APS水溶液中约3－
5min。取出APS修饰的云母用双蒸水充分冲洗,氮气吹干,保存于洁净容器中。 
‧‧1:1的新聚合的微管溶液(蛋白浓度为3mg/mL,聚合条件参照文献[8])与8%的戊二醛
混合液滴在APS-云母上,覆盖石蜡膜将溶液展开,固定时间约30min。固定后,用双蒸水漂
洗4次,用氮气吹干,暂时保存于干燥器中(保存时间小于8h)。样品尽快用原子力显微镜
成象。 
‧‧原子力显微镜的成象方式是在大气下的轻敲模式,并且控制成象时的相对湿度小于
40%,减小水膜对成象的影响。原子力显微镜和针尖均为Digital Instruments Inc. (Santa 
Barbara, CA, USA)产品,显微镜型号是Nanoscope Ⅲa。

2‧结果与讨论 
‧‧图1是APS修饰以后的云母表面的AFM图象（扫描范围2μm×2μm）,从原子力显
微镜图象我们可以看到修饰后的云母表面仍然保持大面积的平整,这种平整度非常符合
原子力显微镜研究的要求。图2显示的是洁净硅片的AFM图象（扫描范围
2μm×2μm）。与修饰以后的云母表面的AFM图象相比,APS-云母明显比硅片的平整
度好。而且,我们制作的APS-云母不存在用传统制备硅烷化表面的方法所导致的多岛状
或球状的缺陷。另外,云母与常用的硅烷化材料(硅片)相比,云母材料具有容易获取且价
格较低的优势。特别是新解理的云母表面非常洁净,不存在硅片等材料的预处理的繁复
操作,为提高实验效率并发挥AFM的优点打下了必要的基础。并且在云母表面同样增加
了活性官能团(－NH2)。我们可以利用这些吸附在云母表面上的官能团,用双官能团的

戊二醛等试剂将微管偶联到这些修饰的表面。
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图1　大面积平整的APS-云母表面的AFM图象 
Fig.1 AFM image of large-scale APS-mica　surface

图2　清洁的硅片表面的AFM图象 
Fig.2‧AFM image of clearned silica surface‧

‧‧图3表示微管在云母表面直接吸附,再经双蒸水快速漂洗后的结果（扫描范围
3.8μm×3.8μm,由于微管蛋白聚合时缓冲溶液中的盐浓度较高,为了避免在干燥时析出
小分子盐的晶体影响原子力显微镜的成象,漂洗这一步骤是通常使用的方法）。图3中
仅留下微管沉积后又被冲走的痕迹,这可能是由于微管与云母的表面有相同的电荷性质
(都带有一定的负电荷),而且相对流体阻力较大,从而导致吸附效果较差。
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图3　微管吸附在云母表面漂洗后的痕迹的AFM图象 
Fig.3 AFM image of trace of washed‧microtubule on mica

‧‧图4是微管通过戊二醛耦合在APS-云母表面后的原子力显微镜的图象（扫描范围
10μm×10μm）,图中的微管与文献报道的结果一致,且背景清晰。这说明APS-云母对
微管有非常好的偶联能力,也证明了APS-云母体系中APS的氨基是在APS-云母体系的最
表层,否则戊二醛不可能很好地与微管偶联,这是因为在水溶液中硅烷羟基与戊二醛缩合
的可能性非常小。从文献[9]可知,微管偶联到NH2表面时,它的生物活性不会受到改变,

力蛋白仍然可以在微管上移动。所以展开进一步的微管性质以及动力学过程的研究是
有充分理由的。
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图4　微管固定在ASP-云母表面的AFM图象 
Fig.4‧AFM image of microtubules coupled on APS-mica

‧‧总之,APS修饰的云母是一种理想的微管原子力显微镜研究的衬底材料。它不仅表
面平整,氨基表面密度合适,可以牢固地吸附并键合微管,而且能够保持微管的生物活性,
为深入研究微管的性质,尤其是在近生理条件下的动力学过程的研究奠定了良好的基
础。
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