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原子力显微镜技术在病毒学研究中的进展
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　　病毒是以核酸和蛋白质衣壳为主要结构单位的微

小粒子，具有传染性和寄生性，某些病毒如人类免疫

缺陷病毒 （ＨＩＶ）、丙型肝炎病毒 （ＨＣＶ）及乙型肝

炎病毒 （ＨＢＶ）感染已经成为全球社会公共卫生问

题［１２］，因此加强病毒病原学研究对保障人民健康和

国家安全具有重要意义。现代生物学和生物物理学技

术的发展使病毒学研究不仅局限于对病毒的检测和防

治，更加深入到纳米分子水平。近年来研究表明，随

着原子力显微镜技术 （ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，

ＡＦＭ）在生命科学领域尤其是在病毒学研究中的应

用，人们可对各类病毒粒子超微结构如包膜蛋白、

ＤＮＡ／ＲＮＡ实现精细观测、对病毒和受体相互作用

力进行测定、以及对病毒致病机制进行研究等，这使

ＡＦＭ成为病毒学研究不可或缺的手段之一
［３］。

１　原子力显微镜基本工作原理

原子力显微镜是一种通过扫描探针与样品表面原

子相互作用引起激光束发生位移，经过计算机系统采

集和处理信号，从而形成样品表面形貌图像的新型分

析仪器，其工作原理是将微悬臂一端固定于扫描器前

端，另一端固化一个针尖，通过针尖尖端原子与样品

表面原子间相互极微弱的排斥力，使微悬臂发生位

移，通过微悬臂背面反射光点在光学检测器上的位置

变化可转换成力的变化，且位移与力的变化成正比，

从而最终还原出样品表面形貌图像。ＡＦＭ 的显著特
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点是将高空间分辨率与敏感且准确的力学感应性相结

合，不但能够对生理状态下的细胞和微粒形态成像、

大小进行测量，而且可以实时动态地研究样品结构与

功能之间的关系［４］，从而获取相关生物学信息。

近年来人们逐渐探索运用原子力显微镜对生物样

品结构、特性和相互作用力等生物物理现象进行纳米

水平的观测及显微操作，如检测生物粒子相互作用前

后的超微结构变化，研究受体结合位点数量和定位分

布，以及测量活体细胞表面受体和配体之间相互作用

力大小，检测精确度达ｐＮ级
［５７］。

２　原子力显微镜在病毒学研究中的应用

２１　原子力显微镜在病毒形貌及超微结构的研究应

用　原子力显微镜可对病毒粒子包膜、衣壳、ＤＮＡ／

ＲＮＡ等结构高分辨成像，并且可以在空气或溶液，

原位细胞表面或病理切片等不同环境和状态下观察不

同形态的病毒粒子，其对病毒形貌结构成像与Ｘ射

线衍射和ｃｒｙｏ电子显微镜观测结果一致
［３］。Ｗｕ等

在用原子力显微镜检测化学剂诱导病毒形态变化的研

究中发现，药物球松素 （ｐｉｎｏｓｔｒｏｂｉｎ）可导致Ｉ型单

纯疱疹病毒 （ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓ１，ＨＳＶ１）形貌

和大小发生显著变化，并且伴随药物处理时间的增长

和剂量的增加，ＨＳＶ１包膜形态逐渐受损，最终导

致病毒裂解和失活［８］；Ｋｕｚｎｅｔｓｏｖ等用原子力显微镜

观察卫星烟草花叶病毒 （ｓａｔｅｌｌｉｔｅｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃｖｉ

ｒｕｓ）单链ＲＮＡ，发现在４℃ 和６５℃ 条件下ＲＮＡ分

别呈现 “封闭”和 “开放”状态，在ＥＤＴＡ存在下

加热到 ７５～８５℃ 可完全打开 ＲＮＡ，长度大于

２８０ｎｍ
［９］；在对感染淡水藻类的ＰＢＣＶ１病毒的观

察中，显示其直径为１９０ｎｍ左右，表面晶格由三聚

衣壳蛋白以ｐ３对称形式组成，病毒晶体呈蜂巢状，
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降解后形成大小一致具有Ｔ＝１或３的二十面体球形

病毒样粒子，并伴有线状单链ＤＮＡ和未知功能纤维

出现［１０］；在对鼠白血病病毒 （ｍｏｕｓｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ，

ＭｕＬＶ）观察中，显示其大小分布模式为１４５ｎｍ，

显著大于人类免疫缺陷病毒 （ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ），且几乎没有大小完全相同的该病毒粒

子，病毒表面有结状凸起，可能为病毒通过细胞膜出

芽的痕迹，核直径为 ６５ｎｍ，衣壳厚度为 ３５～

４０ｎｍ
［１１］；在对 ＭａｓｏｎＰｆｉｚｅｒ猴病毒 （ｍｏｎｋｅｙｖｉ

ｒｕｓ）和Ｉ型人类免疫缺陷病毒融合蛋白 ＤｅｌｔａＰｒｏ

ＣＡＮＣ的研究中，发现该蛋白形态和大小在这两种

病毒中有显著差异［１２］；Ｃｈｅｎ等用原子力显微镜观察

酿酒酵母表达重组乙肝病毒核心抗原 （ｒＨＢｃＡｇ），

发现其形貌结构与天然状态下 ＨＢｃＡｇ相似，均包含

两种大小不同的粒子，直径分别约为３１．３ｎｍ 和

２２．５ｎｍ，说明ｒＨＢｃＡｇ具有二态性
［１３］；此外原子力

显微镜还被用于观测多种病毒组成和形貌，如痘病

毒、Ｈ１Ｎ１型流感病毒、腺病毒等病毒粒子，可呈现

病毒三维图像、表面特征、以及内部核酸形态结

构［１４１６］。目前，研究人员仍在不断改良和创新原子力

显微镜对各种类型病毒粒子的超微结构分析功能。

２２　原子力显微镜在病毒感染机制研究中的应用　

病毒粒子首先通过与宿主细胞表面受体结合，进而入

侵细胞引发感染，原子力显微镜可从纳米水平直接观

测病毒表面抗原与宿主细胞相互作用的过程、结合后

细胞形貌变化、以及病毒感染对细胞内部蛋白和遗传

物质功能的影响。Ｎｅｇｉｓｈｉ等在用原子力显微镜研究

腺病毒与受体 ＨＳ （ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅ）的相互作用中

发现，２型和３型腺病毒与该受体结合，而１型和５

型腺病毒与该受体不结合，其结果与之前研究结论相

符，即１型和５型腺病毒不通过 ＨＳ受体引发感染，

该方法对于研究其他类型病毒与细胞相互作用具有实

用价值，并为抗病毒筛查治疗提供良好的检测平

台［１７］；Ｋｕｚｎｅｔｓｏｖ等运用原子力显微镜研究感染鼠白

血病病毒的ＮＩＨ３Ｔ３细胞发现，大量成熟病毒粒子

吸附在细胞表面和细胞内骨架基质中，而 ｇＰｒ８０

（ｇａｇ）基因突变的病毒感染细胞后细胞表面未见正常

病毒粒子或仅见极少量病毒，细胞表面覆以管状病毒

结构，说明该基因突变可导致病毒不能正常组装，从

而不能增殖出芽［１８］；Ｇｈｏｓｈ 等在 ２ 型登革病毒

（ｄｅｎｇｕｅ２ｖｉｒｕｓ）与人血小板相互作用研究中发现，

在人类自然感染病毒剂量状态下，受感染血小板发生

细胞膜结构、细胞脱粒、出现丝状伪足和微管扩张等

变化，说明该病毒可直接作用于血小板并引发血小板

减少症［１９］；ＤｉＢｕｃｃｈｉａｎｉｃｏ在研究马莱克氏病病毒

（Ｍａｒｅｋ′ｓｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＭＤＶ）感染引发的鸡 Ｔ细

胞系染色质结构重组和基因表达变异过程中，运用原

子力显微镜在纳米级别观察Ｇ显带染色体的遗传稳

定性和染色体畸变，发现１号和３号染色体分别发生

［７８，ＷＺ，ｄｕｐ （１ｐ）（ｐ２２ｐ２３）］和 ［７８，ＷＺ，ｃｈｔ，

ｄｅｌ（３）（ｑ２．１０）］变异
［２０］；Ｍｏｌｏｎｅｙ等用有包膜病毒

和无包膜病毒分别感染细胞，用原子力显微镜观察不

同种类病毒入侵细胞和从细胞中释放对细胞的影响，

结果显示这两种病毒对细胞的形貌影响差异无统计学

意义［２１］，说明有包膜和无包膜病毒感染的差异性可

能不局限于对细胞形貌的改变；Ａｔｔｉｎｔｉ等运用原子

力显微镜检测ｐｈｉＸ１７４、ＭＳ２和Ａｉｃｈｉ三种病毒与固

体表面的相互作用力，评估了不同病毒在物体表面的

滞留和转运行为［２２］，提示不同病毒与细胞的相互作

用关系存在差异。本实验室在用原子力显微镜观察汉

坦病毒 （Ｈａｎｔａａｎｖｉｒｕｓ）感染 ＶｅｒｏＥ６细胞的研究

中发现，随病毒稀释度不同，感染细胞核表面出现孔

洞数量和细胞表面光滑程度将有差别，近似反映出病

毒感染细胞的动态过程［２３］。将原子力显微镜运用于

病毒学研究，能够更加直接和客观地反映真实的病毒

入侵和复制过程，为阐明病毒感染机制提供一种新的

研究手段。

２３　原子力显微镜在病毒学其他方面的研究应用　

原子力显微镜可作为一种力学传感器研究分子间相互

作用的新技术，也可广泛应用于病毒学研究中。如将

配体分子偶联于探针针尖，通过与活细胞表面或固相

受体分子的接触与分离，测量受体与配体间的结合力

大小［２２］；ｄｏｓＳａｎｔｏｓＲｉｃｃａｒｄｉ等通过原子力显微镜发

明了新型的无需标记的电化学ＤＮＡ杂交法检测丙型

肝炎病毒 （ＨＣＶ）
［２４］；Ｎｅｔｔｉｋａｄａｎ等通过运用原子力

显微镜和 “ＶｉｒｉＣｈｉｐ”，可对多种病毒实现抗体捕获，

从而检测和鉴别病毒种类［２５］；Ｗｅｒｏｎｓｋｉ等运用

Ｔｉｍｅｌａｐｓｅ原子力显微镜技术研究庚型肝炎病毒

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＧｖｉｒｕｓ，ＨＧＶ）ＮＳ３蛋白５０５５１４微肽段

在脂 蛋 白 层 的 生 长 状 况，发 现 其 生 长 速 率 为

４～５ｎｍ／ｓ，同时溶液浓度、机械损伤和ｐＨ 值等因

素变化都可引起该短肽生长行为变化［２６］；Ｋｕｚｎｅｔｓｏｖ

等用原子力显微镜长期实时动态观察二十面体病毒

（ｉｃｏｓａｈｅｄｒａｌｖｉｒｕｓ）晶体生长情况
［２７］；Ｔｒｉｎｈ等用烟

草花叶病毒 （ｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＴＭＶ）校准原子

力显微镜探针，通过ＴＭＶ三维结构成像解释高度的

成像特征，并适用于其他各种球状病毒粒子［５］；在对

病毒降解过程研究中，Ｋｉｓｅｌｙｏｖａ等用原子力显微镜

研究马铃薯病毒Ｘ （ｐｏｔａｔｏｖｉｒｕｓＸ，ＰＶＸ）在运动蛋

白 （ｍｏｖｅｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＰ）ＴＧＢｐ１作用下分解的

过程，发现ＴＧＢｐ１与病毒表面螺旋蛋白 （ＣＰｈｅｌｉｘ）

末端的结合将导致病毒ＲＮＡ进入可译状态，从而使
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整个螺旋形病毒粒子呈现线性降解［２８］。

３　小　结

近年来分子生物学和生物物理学技术的发展为开

展单分子／单细胞水平生物大分子之间相互作用研究

提供了可能。作为新型光电精密测控技术，原子力显

微镜技术在单分子／单细胞水平生物大分子相互作用

分析及相互作用力的检测中应用最广，是当前生物物

理学新技术与新方法的研究热点，将原子力显微镜技

术引入传染病的病原学研究，对于推动从宏观向微观

深入的病毒学研究有着重要的理论与实践意义［３］。近

年有研究表明将原子力显微镜技术与激光光镊、电子

显微镜、Ｘ射线衍射、生物化学、分子生物学等技术

结合应用于生命科学研究具有广泛的应用前景，如实

现更加高分辨率的光学捕获和操控模型，以及对细胞

等生物粒子实现荧光标记检测等［２９３０］，有利于从纳米

水平和单细胞水平揭示病毒与宿主受体结构功能的构

效关系和相互作用机制，从而真正在单分子水平上开

展病毒学研究，同时也将促进分子微生物学和生物力

学的相互交融，促进相关学科纵深发展。
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刘磊

论文撰写规范

数字使用请按ＧＢ／Ｔ１５８３５１９９５ 《出版物上数字用法的规定》用法。

概数和约数

相邻的两个数字并列连用表示概数，必须使用汉字，连用的两个数字之间不得用顿号 “、”隔开。

示例：二三米　一两个小时　三五天　三四个月　十三四吨　一二十个　四十五六岁　七八十种

　二三百架次　一千七八百元　五六万套

带有 “几”字的数字表示约数，必须使用汉字。

示例：几千年　十几天　一百几十次　几十万分之一

用 “多”“余”“左右”“上下”“约”等表示的约数一般用汉字。如果文中出现一组具有统计学和比

较意义的数字，其中既有精确数字，也有用 “多”“余”等表示的约数时，为保持局部体例上的一致，

其约数也可以使用阿拉伯数字。

代号、代码和序号

部队番号、文件稿号、证件号码和其他序号，用阿拉伯数字。序数词即使是多位数也不能分节。

示例：８４０６２部队　国家标准ＧＢ２３１２８０　国办发 ［１９８７］９号文件　总３１４７号　国内统一刊号

ＣＮ１１１３９９　２１／２２次特别快车　ＨＰ３０００型电子计算机　８５号汽油　维生素Ｂ１２
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