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高速自动化细胞机械特性测量系统

王智博 1, 2 刘连庆 2 王越超 2 席 宁 2, 3 董再励 2 黄树涛 1

摘 要 细胞机械特性作为一种无标签 (Label-free) 的生物标记, 正得到越来越多的关注. 然而现有进行细胞机械特性测量

的方法多以手工模式进行, 耗时长、效率低下, 无法满足生物学统计分析对大批量样品测试的要求. 针对该问题, 本文在原子

力显微镜 (Atomic force microscopy, AFM) 基础上, 建立了一套高速自动化的细胞机械特性测量系统. 该系统利用图像处理

方法来识别细胞, 利用局部扫描来实现 AFM 针尖和细胞相对位置的精确标定, 进而不需要 AFM 成像就能实现细胞机械特性

的连续测定, 配合上程序化控制的运动载物平台, 可以高速自动化完成大范围区域内细胞机械特性的批量规模化测量. 实验结

果表明, 该系统可以使得细胞机械特性的测量效率提高 27 倍, 从而为 Label-free 生物标记的批量化测试提供了技术支撑.
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A High-speed Automatic System for Measuring the Mechanical Properties of Cells
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Abstract As a novel effective label-free biomarker, the mechanical properties of cells have become increasingly important.

However, the current methods of mapping the cellular mechanical properties are mostly carried out manually and this

results in that the measurements are time consuming, which can not meet the demand of testing a large quantity of cell

samples for biological statistical analysis. In this paper, a high-speed automatic system for measuring the mechanical

properties of cells based on atomic force microscopy (AFM) is proposed. In this system, cells are recognized using an

image processing method and the relative position of the cell with respect to AFM tip is accurately calibrated by the

local scan method, i. e., the mechanical properties of cells can be measured sequentially without performing the step of

AFM imaging. Besides, with the automation implementation, the high-throughput measurement of cellular mechanical

properties can be performed rapidly. Experimental results show that the measurement efficiency of our system is 27 times

faster than that of the traditional method.
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为活体细胞寻找无标签 (Label-free) 的生物标
记, 是生命科学发展中越来越为关注的研究方向. 这
些生物标记不仅可以在新药研发中作为药物生物效
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力的衡量指标, 甚至可以作为某些重大疾病早期检
测的诊断标准. 细胞机械特性就是这样一种 Label-
free 的生物标记, 作为细胞的固有属性, 它与细胞功
能状态有着更深层次的联系, 在细胞关键活动 (迁
移、分裂、形变等) 中起着重要作用[1]. 举例来讲,
2007 年, 加州大学洛杉矶分校的科学家率先报道
了细胞硬度可以作为癌细胞的生物标记, 他们发现
转移性癌细胞与正常细胞相比其硬度要小 70%[2],
后来, 新加坡国立大学的科学家又分别测定了人类
正常乳腺上皮细胞 (MCF-10A) 和乳腺癌上皮细胞
(MCF-7) 的弹性, 发现在生理温度 37◦C 下乳腺癌
细胞 (MCF-7) 的杨氏模量比正常细胞明显低了 1.4
倍∼ 1.8 倍[3]. 此外, 研究人员还发现具有生物学效
能的药物能够使细胞的机械特性发生显著改变[4−5],
因此细胞的机械特性有望成为一种新的生物标记,
在重大疾病的早期诊断和新药研发中发挥着重要作

用[6].
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目前能够进行细胞机械特性测量的方法包括:
光蹑、磁蹑、生物膜力显微镜以及原子力显微镜

(Atomic force microscopy, AFM) 等[7]. 但是无论
哪种方法, 都是依靠手工操作的模式进行, 存在测
定效率低、花费时间长等缺点, 不能满足生物学研
究对批量样品进行规模化测试的要求, 阻碍着细胞
机械特性作为生物标记研究的进程. 因此, 发展一
种高速、自动化的细胞机械特性测量方法, 对发展
Label-free 的生物标记,以及未来潜在的疾病诊断和
新药研发具有重要的意义.
在各种测量方法中, 由于 AFM 具有力学灵敏

度高、细胞损伤小、环境适应性强等优点, 而成为目
前细胞机械特性研究的首选工具. 近年来关于不同
领域的科学家利用 AFM 进行细胞机械特性测量的
报道层出不穷[1−5, 8−14], 其测量程序基本上完全相
似, 可以归结为: 扫描成像 –手工测量 –手工移动 –
扫描成像, 即首先对细胞样品进行扫描成像找到细
胞的中心位置, 然后, 以手工的方式进行力 –距离曲
线的测量, 进而计算出细胞的机械特性, 然后, 将样
品手工移到另外一个区域, 再次进行成像和测量, 周
而复始, 进而完成细胞机械特性的批量测定. 由于
整个过程依靠手工没有实现自动化, 再加上 AFM
成像速度极其缓慢往往需要几分钟的时间, 这种扫
描 –测量 –移动 –扫描的方法非常耗时、效率低下,
难以满足大批量细胞机械特性的测量需求, 因而迫
切需要自动化方法的引入来提升检测效率. 针对该
问题, 本文在 AFM 的基础上建立了一套高速自动

化的细胞机械特性测量系统. 在测量过程中, 该系统
不需要进行 AFM 成像, 而是利用图像处理方法来
识别细胞并标定出细胞间的相对位置, 通过局部扫
描[15] 来实现 AFM 针尖坐标系和细胞坐标系的位

置标定, 进而利用图像信息来导引 AFM 探针的运

动, 实现细胞机械特性的序列化测定. 当该区域内的
细胞测量完毕后, 程序控制载物平台自动将样品移
动到新的测量区域, 通过这种全自动化的循环进而
实现大范围区域内细胞机械特性的批量测定. 实验
结果表明, 该系统可以使得测量效率提高 20 余倍,
从而为生物学研究迫切需要的细胞机械特性批量化

测试提供了技术支撑.

1 高速自动化细胞机械特性测量系统工作流

程

系统的整体工作流程如图 1 所示, 它具体包括:
1) 细胞识别及相对位置标定: 即对光学显微镜得到
的图片进行分析处理, 识别细胞并得到各个细胞与
探针悬臂梁的相对位置关系. 2) 针尖真实位置确定
与测量点选择: 由于针尖极其纤细并处于悬臂梁的
下方, 因此, 光学图像并不能得到探针针尖与细胞的

真实位置关系, 还需要利用局部扫描方法来精确确
定出针尖与细胞的相对位置关系; 为了克服基底效
应对细胞机械特性测量的影响, 细胞机械特性的测
量点通常选择在细胞的中心位置[14], 此步骤还将通
过图像处理的方法确定细胞的中心位置. 3) 细胞机
械特性测量: 当完成针尖与细胞相对位置的标定, 并
确定完细胞机械特性测量点后, 利用力 –距离曲线
方法实现细胞机械特性的测量, 力 –距离曲线获取
方法与手工模式相同, 详细描述参看文献 [12]. 4) 判
断工作空间内所有细胞机械特性是否测试完成: 如
果没有则以图像信息为导引, 由一个细胞中心移动
到下一个细胞中心, 完成细胞机械特性测量, 循环
往复直至完成工作空间内所有细胞机械特性的测量.
5) 控制平台移动到新的被测区域: 对重新获得的光
学图像进行处理, 重复以上步骤, 完成新一轮的细胞
机械特性测量, 直至大区域范围内的细胞机械特性
测量完成.

图 1 自动化细胞机械特性测量系统流程图

Fig. 1 Flowchart of measuring the mechanical properties

of cells for the automated system

按照上述流程, 所设计出的高速自动化细胞机
械特性测量系统框架如图 2 所示. 其中, 细胞相对位
置标定可以依靠基于标准栅格的图像处理方法进行,
即将已知大小的标准栅格放在 AFM 光学显微镜下
观察, 标定出每个光学图像像素所代表的实际二维
空间距离. 在实际测量过程中, 对 AFM 光学显微镜
得到的细胞图像进行处理并标定出各个细胞与探针

悬臂梁之间的位置关系. 由于已经标定出每个像素
所代表的实际空间距离, 因此, 通过光学图像就可以
确定各个细胞与探针悬臂梁之间的实际位置.

2 细胞识别与细胞相对位置的标定

为了克服基底效应对细胞机械特性测量的影响,
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图 2 高速自动化细胞机械特性测量系统框架

Fig. 2 Framework for the high-speed automatic system of measuring the mechanical properties of cells

测量位点通常选择在细胞的中心附近, 因而实现细
胞机械特性自动化快速测量的前提就要求具备将探

针针尖从一个细胞中心快速定位到另一个细胞中心

的能力, 为了便于程序化的控制, 这就要求对各个细
胞与探针之间的相对位置进行精确标定. 本节将给
出细胞的图像识别以及相对位置标定的方法.
获得工作空间内的一幅细胞图像后, 利用

Canny 算子边缘检测方法对其进行边缘检测, 得
到细胞边缘的二值图像. 由于实验所用细胞 (如图
3 (a) 所示) 形状比较规则, 故采用在细胞边缘图像
中实施霍夫变换[16] 检测圆形的方式以实现细胞识

别, 同时获得各个待测细胞的中心坐标以及半径信
息. 如图 3 (b) 所示, 图中的圆表示识别出来的细胞
边缘, 而各个细胞中心的坐标是以图像中心为原点
确定的. 利用得到的各个细胞的中心坐标以及半径
信息, 计算出各个细胞与探针悬臂梁在光学图像中
的相对位置关系. 但是这并不能表示各个细胞与探
针悬臂梁之间的实际位置关系, 因此, 需要依靠基于
标准栅格的图像处理方法确定出在特定放大倍数下

由 AFM 光学显微镜得到的光学图像中的实际距离.

图 3 细胞识别与细胞相对位置标定结果

Fig. 3 The results of cell regcognition and position

calibration between cells

选用大小为 m × n (µm) 的标准方形栅格放在
AFM 光学显微镜下进行观察, 获得放大倍数为 p 时

的栅格图片 (如图 4 所示). 对栅格图片进行边缘识
别后, 通过轮廓提取方法计算出一个栅格轮廓占去
的像素点个数 L, 则:

L = L1 + L2 + L3 + L4 (1)

那么在放大倍数为 p 时, 每个像素点所对应的
实际距离 Dp 为

Dp = 2× m + n

L
(2)

图 4 AFM 光学显微镜捕获的栅格图片 (L1, L2, L3, L4 分

别表示栅格的一个边所占像素点个数)

Fig. 4 Lattice image captured by optical microscope

mounted on AFM (L1, L2, L3, L4 represent the number

of pixels of each edge of the standard lattice.)

与此同时, 可以计算得到在任意放大倍数 q 下

每个像素点对应的实际距离 Dq 为

Dq =

2× (m + n)× p

q

L
(3)
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这样由于已知在特定放大倍数下图像中每个像

素所代表的实际空间距离, 就可以计算出各个细胞
与探针悬臂梁的实际位置关系, 从而实现各个细胞
与探针悬臂梁相对位置的精确标定.

3 针尖位置确定与测量点选择

利用 AFM 在细胞的边缘进行细胞机械特性测
量很容易受到基底效应的影响, 所以必须在细胞的
中心区域完成细胞机械特性的测量. 尽管通过前述
图像处理方法实现了各个细胞中心与探针悬臂梁相

对位置的标定, 但是由于探针针尖位于探针下方, 真
实位置无法观测, 所以仅仅依靠光学图像处理的方
法并不能实现探针针尖与细胞相对位置的精确标定.
实验室发展的局部扫描技术能够很好地解决该问题,
并精确确定出针尖与细胞的相对位置关系, 进而最
终将探针针尖定位到细胞的中心完成细胞机械特性

的测量.
由于通过对光学图像进行处理可以得到探针悬

臂梁与细胞的相对位置关系, 因而可以首先利用图
像导引的方法, 将探针移动到细胞的左侧, 随后利用
局部扫描方法来具体确定探针针尖与细胞的精确相

对位置. 局部扫描的原理如图 5 所示, 当悬臂移动到
细胞的左侧后, 开始向右进行水平扫描, 可以得到水
平扫描线 H 与细胞边缘的两个交点 P 和 Q, 这时
竖直扫描线 V 就可以确定了. 这条通过 P 和 Q 的

中点 O1 自上而下的竖直扫描线 V 与细胞边缘也有

两个交点M 和N , 其中, M 和N 的中点 O 就是细

胞的中心, 而此时探针针尖所在位置即为竖直扫描
线的底端 T 点. 通过这种方法可实现探针针尖与各
个待测细胞中心的精确定位.

图 5 局部扫描示意图

Fig. 5 Schematic diagram of the mechanism of

local scan

同时考虑到对于不同型号的 AFM, 探针坐标
系可能会不同于样品坐标系, 所以为了实现探针对
工作空间内待测细胞的精确定位, 还需实现探针
坐标系与样品坐标系的标定. 其中, 探针坐标系
[T1, T2, T3]

T
与样品坐标系 [S1, S2, S3]

T
的关系如图

6 所示, 探针坐标系可以看作是由样品坐标系逆时
针旋转角 ϕ 得来的. 设样品坐标系内任一待测细胞
中心K 坐标为 (S1, S2, S3), 则其在探针坐标系中的
坐标 (T1, T2, T3) 可由式 (4) 确定.




T1

T2

T3


 =




cos ϕ sinϕ 0
− sinϕ cos ϕ 0

0 0 1







S1

S2

S3


 (4)

图 6 探针坐标系与样品坐标系的关系示意图

Fig. 6 Schematic diagram of the relation between the

tip coordinate and the sample coordinate

为进一步提高细胞机械特性的测量效率, 在控
制探针依次定位到各个待测细胞中心时, 对探针的
行走路径进行了规划. 由于探针初始位置位于图像
的中心, 在对工作空间内的多个细胞完成机械特性
的测量后, 最终回到图像的中心, 所以探针的路径规
划可以看成是一个旅行商问题 (Traveling salesman
problem, TSP). 考虑到工作空间内细胞的平均个数
以及现存的各种解决 TSP 的算法所用时间, 我们采
用贪心算法找出每个小的局部最优路径, 最终将这
些局部最优路径合起来形成整体上的一个近似最优

路径, 以此来指导探针的运动.

4 实验结果与分析

实验所用 AFM 系统为美国 Veeco 公司生产的
Dimension 3100, 最大移动范围为 90 µm × 90 µm,
Z 向伸缩范围为 7 µm. 为了实现全自动化的细胞
机械特性测量, 除利用 AFM 系统提供的接口自行

开发了自动化测试程序 (包括: 平台的运动控制、光
学图像的获取、力曲线的测试等) 外, 还加入了局部
扫描控制模块 (一台装有 NI 公司多功能数据采集
卡 PCI-6036E 的实时 Linux 计算机[17]), 该模块通
过硬件直接实现对 AFM 压电陶瓷管的控制, 避免
了软件指令传输对执行速度的影响, 极大提升了局
部扫描的执行速度. 所组建的自动化细胞机械特性
测量系统框图如图 7 所示, 软件模块完成细胞显微
图像获取、细胞识别、相对位置标定等功能; 局部扫
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描控制模块直接将 AFM 探针的运动控制命令通过
6036E 转化为模拟信号, 通过控制器直接输出到压
电陶瓷管上, 实现 AFM 探针的高速运动控制, 进而
完成细胞机械特性的测量. 在完成工作空间内所有
细胞机械特性的测量后, 由自动化程序发送命令给
AFM 控制器控制运动载物平台移动到新的被测区

域, 接着进行新一轮的细胞机械特性测量, 循环往复
直至完成整个区域内的细胞机械特性测量.

图 7 高速自动化细胞机械特性测量系统框图

Fig. 7 Block diagram of the high-speed automatic

system of measuring the mechanical properties of cells

实验过程中, 所用细胞样品为在载玻片上固定
的淋巴瘤 Raji 细胞 (如图 8 (a) 所示), 采用的标准
栅格大小为 20 µm × 20 µm, AFM 系统样品坐标

系与探针坐标系偏转角 ϕ = 0◦. 由 AFM 光学显微
镜获取细胞图片并计算出各个待测细胞与探针悬臂

梁的实际位置关系后, 对待测细胞进行局部扫描以
实现探针针尖与待测细胞相对位置的精确标定, 图
8 (b) 所示即为局部扫描获得的细胞轮廓图, 其中,
H 为水平扫描线, V 为竖直扫描线, 按照第 3 节介
绍的方法可方便地确定出针尖的真实位置.

(a) AFM 光学显微镜得到的细

胞图像

(a) Cell image captured by

optical microscope mounted

on AFM during the

measurement

(b) 局部扫描得到的细胞三维轮
廓图

(b) Three-dimentional (3-D)

cellular surface topography

formed by local scan

图 8 细胞机械特性测量实验结果

Fig. 8 The results of cellular mechanical property

measurment

为了验证本文所提出自动化方法的高效性, 我
们随后采用传统的方法对同一种类同批次的细胞样

品进行了细胞机械特性的测量, 并将测量所需时间
进行了对比. 为方便比较, 两种测量方法的时间参数
定义如表 1 所示.

表 1 进行细胞机械特性测量时间计算所用到的

主要时间参数定义

Table 1 Definition of important time parameters used

for calculating the time taken for measuring the

mechanical properties of cells

参数名 意义

tMoveStage 移动平台所需时间

tEngage 下针所需时间

tScan 实现探针针尖与各个细胞中心的相对位置标定所需时间

tMoveTip 移动探针由一个细胞中心到下一个细胞中心所需时间

tMeasure 进行一次细胞机械特性测量所需时间

T 完成工作空间内所有细胞机械特性测量所需时间

采用传统的方法进行细胞机械特性测量时, 需
要对细胞样品进行大范围扫描成像以获取多个细胞

的中心位置, 实验中扫描范围设为 90 µm× 90 µm,
扫描频率设为 0.5Hz, 扫描线设为 256 条, 每条
扫描线上取 256 个采样点. 实验所用细胞样品
90 µm× 90 µm 范围内平均有 6 个细胞, 所以将采
用传统的方法测量工作空间内的所有细胞的机械特

性所用时间记为 To, 则 To = tMoveStage + tEngage +
tScan + tMoveTip × 6 + tMeasure × 6 = 564 s.
而采用本文提出的自动化方法, 由于利用图像

处理和局部扫描相结合的方法来实现 AFM 针尖和
细胞相对位置的精确标定, 进而不需要 AFM 成像

就能实现细胞机械特性的连续测定, 所以测量时间
得到大幅缩短, 所需时间 Tn = tMoveStage + tScan +
tMoveTip × 6 + tMeasure × 6 = 20 s.

表 2 同时给出了同一批次细胞手工方式和自
动化方式的测试结果, 分别为 (3.305 ± 0.9) kPa 和
(4.789 ± 1.3) kPa, 尽管上述结果略有差异, 但是
考虑到被测细胞不可能完全一致,同一批次细胞在机
械特性上存在微小差异是合理的. 需要指出的是, 细
胞机械特性测量的准确与否取决于力曲线的获取方

式, 本文所提出的自动化系统, 并没有从本质上改变
力曲线的获取方式, 唯一不同的是将力曲线的获取
由手动改成了自动, 提高了获取速率, 因此, 在原理
方法上与手工模式并无本质区别. 表 2 的数据同时
显示出, 本文提出的自动化测试方法与现有手工方
式相比, 使得测试效率得到了 20 余倍的提高, 这充
分证明了所建立系统的先进性和有效性.
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表 2 两种方法进行细胞机械特性测量的效率对比

Table 2 Performace comparison of the automated method and the traditional method

所用方法 tMoveStage (s) tEngage (s) tScan (s) tMoveTip (s) tMeasure (s) T (s) 力距离曲线 细胞机械特性

传统的方法 4 30 512 1 2 564

论文中方法 1 0 1 1 2 20

5 实验结果与分析

细胞机械特性作为一种 Label-free的生物标记
得到了越来越为广泛的关注, 然而受现有测量方法
效率的制约, 批量化、规模化的测量一直未能实现,
导致生物学意义上的统计分析难以进行. 本文在
AFM 的基础上, 建立了一种高速自动化的细胞机械
特性测量系统, 通过图像处理以及局部扫描方法的
结合, 在不需要进行 AFM 图像扫描的情况下, 能够
实现探针与细胞的精确位置的标定, 进而实现细胞
机械特性的自动化、批量化快速测量, 实验结果验证
了该系统的先进性和高效性. 本文所建立的方法和
系统不局限于细胞机械特性的测量, 还可扩展到其
他基于 AFM 应用领域, 本研究所提出的图形化处
理方法、探针针尖位置标定技术和自动化实现策略,
对基于 AFM 的规模化纳米制造、纳米检测提供了

可以借鉴的指导思路.
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