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大肠癌是发病率较高的恶性肿瘤之一，在世界最常见恶性肿

瘤中列第四位[1]，死亡率已跃居恶性肿瘤第二位。大肠癌已成为

威胁我国城乡居民、特别是70岁以上老年人的主要疾病，成为一

个值得关注的公共卫生课题。目前，对于大肠癌的早期诊断，主要

集中在利用分子生物学以及基因表达来检测肿瘤细胞中相关的

分子，但目前正在使用的检测技术在敏感性及特异性方面均存在

不足[2]，且对于这些检测的临床诊断机制目前尚未有统一定论。

因此，利用一种新的辅助方法来诊断早期大肠癌成为大家共同关

注的焦点。

原子力显微镜(AFM)是一种具有纳米级分辨率、能对细胞

的微观形貌进行精确成像的实验分析仪器。由于疾病在发展过程

中常导致细胞形态和其力学性能的改变，因此原子力显微镜近年

来逐渐被广泛应用于临床医学领域，特别是观察肿瘤细胞的机械

性能与超微结构方面，应该会对大肠癌的早期诊断提供帮助。

1  材料与方法

1.1  材料与仪器

标本取自2010年9月-2011年10月北京军区总医院普通外

科切除的大肠癌组织共30例，所有标本经HE染色后并由病理科

医生做出明确诊断。2%甲醛溶液；Olympus CKX41倒置相差

荧光显微镜；CSPM5500扫描探针显微镜；75%酒精等。

1.2  实验方法

细胞印片法制备AFM观察标本[4] ：以大肠癌组织作为实验

组，以癌旁正常组织细胞作为对照组。用手术刀片剖开组织，蒸

馏水冲洗组织剖面多次,并用滤纸吸附，以便除去剖面上的残
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留物、保持剖面洁净。从温箱中取出预处理好的载玻片，垂直适

当用力按压于组织剖面处，不要平行拖拉，使剖面的细胞成分均

匀地印在玻片上，每个组织选择4个切面，每个切面各印2张切

片，蒸馏水轻轻冲洗细胞印片。将2组印片均浸泡于2%甲醛溶液

15-30min，然后置于洁净空间内晾干，利用Olympus CKX41倒

置相差荧光显微镜选择分散度较好的细胞区域观察印片效果，

以备AFM扫描。在操作中选择轻敲模式，调整激光与针尖重合，

将探测器的激光光斑置于中心圆点。在操作过程中进行自动调

频，直至针尖接触到样品，开始扫描。此时计算机显示屏可出现

细胞的相应图像。在扫描过程中，根据细胞的不同成像应随时调

节扫描范围。每张样品扫描10个细胞，每个细胞的扫描范围为

10-1μm，扫描顺序依次为单个细胞、细胞膜周边区域、细胞膜中

央区域(周边和中央的各个区域按照随机的原则进行选取)，扫描

频率为0.5-2Hz，扫描后的图像存档以备分析。

1.3  统计学处理

整理扫描范围为1μm区域的测量结果，利用AFM图像分析

系统对大肠癌及癌旁正常组织细胞的细胞膜表面平均粗糙度、平

均峰高度及表面积差值进行定量测量，采用SPSS统计软件进行分

析，采用独立样本t检验进行分析，P <0.05为差异有统计学意义。

2  实验结果  见表1。

3  讨论

原子力显微镜是近些年来发展起来并逐渐被广泛利用的观

察细胞超微结构的强有力工具，它利用一个对微小作用力极为敏

感探针的探测针尖与标本间的作用力来实现成像。因其具有观察

标本的范围广泛、成像环境受影响较小、纳米级超高分辨率等诸

多优势，已在医学的各个领域得到广泛应用。原子力显微镜作为

一种高分辨率的观察细胞形貌表征的工具[5-7]，不仅能够探测细
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胞表面的超微结构，还能够测量细胞的机械力学性质，如细胞硬

度、粘附力等因素。近年来大肠癌的临床与基础研究已取得了令

人振奋的进展，为大肠癌的早期诊断[8]、中晚期治疗及随访监测

提供了大量的理论与实验依据。但是同其他肿瘤一样，由于基因

表达模式多变以及分子生物学机制等尚有待于进一步探讨，尤其

是早期阶段的发生机制尚不太清楚，造成了对其早期诊治困难。

如今原子力显微镜的应用一定会在早期诊断大肠癌方面提供一

个新的诊断手段，通过对细胞进行扫描，从细胞形态学方面进行

肿瘤的早期及鉴别诊断。此方法更加便捷，诊断准确性及特异性

进一步提高，对肿瘤细胞的进一步研究也有着重要意义。

实验中通过应用原子力显微镜观察大肠癌细胞及癌旁正常

组织细胞，发现癌旁正常组织细胞在扫描范围为10μm时细胞形

状开始清晰，近似圆形，直径范围为9-13μm，表面较光滑，分布

较为均匀、形状规则，排列疏密适中，而大肠癌细胞形状呈不规则

形状，比正常细胞直径略大，细胞膜表面较粗糙，但更加精细的结

构在此范围内扫描不到。随着扫描范围逐渐缩小至5μm和1μm
时，其分辨率逐渐增大，细胞膜表面的各种超微结构也随之呈现，

癌旁正常细胞表面可见高低起伏的沟壑结构，而大肠癌细胞的膜

表面变得粗糙，隆起物分布非常不均匀、形状极为不规整，沟壑结

构比正常细胞更加明显，而且其宽度和高度均比正常细胞明显。

最终经AFM软件分析测出的2组细胞膜表面平均粗糙度、平均

峰高度、平均凹陷深度和表面积差值的参数比较均具有统计学意

义(P <0.05或P <0.01)。

目前，国内外对于大肠肿瘤细胞分子生物学特征与细胞功能

形态之间关系的研究尚未见报道，究竟细胞分子生物学改变对于

细胞功能形态的影响究竟有多大以及能否根据能利用细胞功能

形态推测其分子生物学特征尚不清楚[9,10]。在本次实验中我们是

首次尝试应用原子力显微镜观测不同分子生物学特征的细胞功

能形态有无差异。原子力显微镜在大肠癌方面的研究较少，尤其

是直接使用人体大肠癌组织细胞作为样本的研究尚未见报道，本

次实验在标本制作、观察范围等许多方面仍有许多不足之处，但

却为研究大肠癌在纳米级水平上的定性定量分析以揭示细胞的

生理病理状态提供了依据, 揭示了AFM应用于临床诊断大肠

癌的价值与潜力。
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表1  两组相关参数对比(n=300, ±s)

 组别 直径(μm)
  参数分析(nm)

   平均粗糙度 平均峰高度 平均凹陷程度 表面积差值

 大肠癌细胞组 12.031±2.283* 20.021±8.463** 35.573±9.721** -30.238±12.064** 9.542±3.724**

 癌旁正常细胞组 11.482±2.314 13.105±9.307 27.827±10.764 -18.837±13.285 3.894±2.351

*P <0.05，**P <0.01

良反应比如肝肾功能损害、肌肉关节痛等较轻，患者均能耐受，且

经过对症处理后患者很快恢复，不影响继续治疗。另外，为了对抗

化疗过程中可能出现的过敏反应，同时预防体液潴留的发生，在

应用多西紫杉醇治疗前均给予地塞米松，因此，本组无过敏反应

及体液潴留综合征发生。

总之，多西紫杉醇联合顺铂治疗晚期非小细胞肺癌的疗效确

切，明显提高了患者的生存质量，毒副反应较轻，多数患者均能耐

受，值得临床借鉴。
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