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利用原子力显微镜探究食管组织纳米尺度下的
硬 度 性 能

林承雄＃，　 刘　 纬＃，　 谢景阳，　 李　 炜
（西南交通大学 摩擦学研究所， 成都 ６１００３１）

摘要：目的　 利用原子力显微镜（ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＡＦＭ）探究食管组织纳米尺度下的硬度性能。 方法　 以猪

食管作为实验材料，借助 ＡＦＭ 研究不同加载率、压入深度及停留时间下食管组织的硬度性能。 结果　 食管组织在

纳米尺度下的硬度与加载率及压入深度呈现出强相关性，硬度随着加载率的增大而增大，而随着压入深度的增加

而减小。 食管组织硬度性能的差异性与食管组织的黏弹性及黏塑性相关，主要包括接触应力、能量转换及应变塑

性梯度等。 结论　 实验结果对于临床诊断、手术操作及人工材料开发具有重要的意义，从微观尺度上揭示食管组

织的力学性能变化规律。
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　 　 随着人类对自身生理环境认知的不断深入，人
体软组织的微观力学性能引起了越来越多的关注。

由于生物力学与细胞生理状态或功能的相互依存

性，细胞力学性能的测量逐步成为判定推断细胞或
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软组织状态或功能的标准之一［１⁃２］。 王哲等［３］ 采用

压陷法检测骨细胞系的弹性模量；党丹等［４］ 实现了

对 ６ 种不同类型细胞（贴壁细胞、悬浮细胞、正常细

胞、癌细胞、细胞系和原代细胞等）黏弹性的测量与

表征。 一方面，当软组织自身产生病变或其繁殖、
生长等功能异常时，组织自身会呈现出力学性能的

差异性［５］。 例如，Ｃｒｏｓｓ 等［６］ 研究发现，癌细胞的弹

性模量低于正常细胞的弹性模量。 另一方面，当软

组织或细胞所处的力学环境发生变化时，组织或细

胞的正常功能表达也会存在异常。 食管作为消化

道系统的一部分，当胃镜经食道输送至人体病变组

织进行检测或治疗时，由于缺乏有效的力学及触觉

反馈，仅依靠传统显示屏操作胃镜往往会给术中病

人带来极大的不适感甚至会损伤食道表面，使得病

人抵触内镜检查及手术［７⁃８］。 因此，食管组织的微

观力学研究对消化道内镜进入人体后的交互力学

研究及手术参数优化具有重要的指导意义。
对于纳米尺度下生物软组织材料的微观力学

性能研究主要依靠原子力显微镜 （ ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＡＦＭ） ［９⁃１０］。 近年来，生物软组织微观力

学研究热点主要集中在组织的功能及结构上，例如

细胞外基质、胶原纤维、蛋白质及骨架等［１１⁃１２］。 由

于软组织自身存在的黏弹性等特性，其微观力学性

能与时间相关性的研究也逐渐增多，如加载率、压
入深度及停留时间等对组织力学性能的影响。 研

究发现，随着加载率的增加，细胞表面产生更大的

应变能，细胞表面变硬［１４］。 加载率的变化可以影响

纳米尺度下细胞的表观弹性模量，随着加载率的增

加，细胞逐渐变硬［１５］。 当前对于消化道组织的力学

性能的研究，尤其食管组织的研究主要集中在单轴

拉伸、膨胀及摩擦等宏观力学性能上，而对其微观

力学性能的研究鲜有报道［９，１６］。 本文结合文献调研

及相关的研究进展，探讨食管组织在不同加载率、
压入深度及停留时间下的硬度性能，以期为胃肠镜

诊疗的临床操作以及器械与组织界面接触建模提

供理论依据。

１　 材料和方法

１ １　 材料

选用在结构及功能上与人体食管组织相似的

新鲜离体猪食管组织作为实验样品，３ 根新鲜刚离

体食管组织取自 １ 头 ２０ 周左右 ６５ ｋｇ 成华猪。 选

取食管组织的胸部段，首先沿轴向剖开，用磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ 缓冲液，ｐＨ＝ ５）清洗，然后去除食管外

肌肉层，裁剪出 ２５ ｍｍ×１５ ｍｍ 黏膜层组织置于 ＰＢＳ
缓冲液中。 将食管黏膜层组织用两块不锈钢薄片

夹住，两端用绳索固定（见图 １）。 下不锈钢薄片中

间有凸台，上不锈钢薄片中间中空，使得夹持后组

织凸起，并使测试时 ＡＦＭ 上用来夹持针尖的固定台

不会碰撞到不锈钢片。 样品固定好后，最终用于测

试的食管组织黏膜层区域面积为 １２ ｍｍ×６ ｍｍ。 所

有试样固定后置于 ４ ℃环境下冷藏备用。

图 １　 食管组织固定及原子力显微镜原理简图

Ｆｉｇ． １ 　 Ｆｉｘａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ
ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

１ ２　 实验方法

组织 的 硬 度 实 验 在 商 用 ＡＦＭ （ ＭＦＰ⁃３Ｄ，
Ａｓｙｌｕｍ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，美国）上进行，通过采用设备自

带的力图像模式（ Ｆｏｒｃｅ Ｍａｐｐｉｎｇ Ｍｏｄｅ）模块实现

食管组织的微观力学性能的测定。 ＡＦＭ 主要由

４ 个部分组成： ① 针尖，用于与试样接触与操作，
本文采用 ＭＬＣＴ 系列金字塔型氮化硅针尖（Ｂｒｕｋｅｒ
ＡＦＭ ｐｒｏｂｅｓ），弹性常数为 ３６ ｐＮ ／ ｎｍ；② 压电管，
用于精确控制针尖或试样的位置；③ 反馈控制系

统，该系统可以监测悬臂的振荡特性，进而可控制

针尖与样品相互作用力保持恒定；④ 计算机及软

件［１７］ 。 针尖安装完成后，悬臂梁的弹簧常数采用

热调谐标定法校准［１３］ 。 食管试样置于 ｘ⁃ｙ 方向可

调的载物台上，竖直 ｚ 方向的操作主要靠移动悬臂

梁来实现，在 ＡＦＭ 帮助下将探针移动到待观察部

位上方后进行力学性能实验。 实验开始前，通过

注射器将 ＰＢＳ 缓冲液注入到针尖及试样接触部

位，以保持实验在液体环境中进行。 为了隔音和

隔振，在 ＡＦＭ 自带的钢盖封闭环境下进行实验，
加载率为 ０ ２ ～ ２ ０ Ｈｚ，压入深度为２０ ～ ２００ ｎｍ，停
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留时间为 ０ ～ １２ ｓ。
在 ＡＦＭ 上进行不同加载率及压缩深度实验时，

设定力图像模式单元的扫描面积为 １０ μｍ×１０ μｍ，
扫描像素为 １０×１０。 考虑到力图像模式下停留时间

过长使整体试验时间过长，故不同停留时间下的试

验方法改为单点接触模式。 每个区域选择 ３６ 个点

测试，选择 ５ 个不同的区域用于相同参数下的重复

试验。
１ ３　 数据分析

图 ２　 典型的原子力显微镜针尖力⁃位移曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｔｉｐ ｆｏｒｃｅ⁃ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＡＦＭ

食管组织的硬度性能是由经典 ＡＦＭ 针尖力⁃位
移（Ｆ⁃Ｚ）曲线推导得到。 其中，Ｆ 根据胡克定律由

悬臂梁的变形量与探针的弹性系数所得，Ｚ 为针尖

到实验样品待测表面的高度。 如图 ２ 所示，ＺＣ 即为

针尖与试样的接触点，红、蓝线分别代表针尖与试

样的靠近与撤离过程；ｄ 为悬臂梁的偏转位移。 当

实验样品为表面无限硬的样品时，如石英、玻璃等，
针尖与样品开始接触后，针尖下降的高度与悬臂梁

变形而偏转的位移相等；而当实验样品为软组织

时，针尖在试样表面存在压痕 δ ＝ Ｚ － ＺＣ － ｄ， 这也

是实验曲线有效且能拟合的必要条件。 食管组织

的硬度数据来自力学曲线的卸载曲线，并结合经典

Ｏｌｉｖｅｒ⁃Ｐｈａｒｒ 模型所得［１８］。
首先，卸载曲线可用指数方程拟合：

Ｐ ＝ ｍ （ｈ － ｈｒ） ｎ

式中：Ｐ 为针尖采集到的力；ｈ 为针尖的法向位移；
ｈｒ 为真实卸载位移。 根据拟合数函数，试样的硬度

可由微积分得出：
Ｓｈ ＝ ∂Ｐ ／ ∂ｈ

卸载曲线的有效拟合区间为力值的 １０％ ～ ９０％ 。 最

后，用 Ｆ 检验分析食管组织硬度在不加载条件下的

显著性差异。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统计学意义，数
据统计采用箱式图。

２　 实验结果

２ １　 食管组织在不同加载率下的硬度

加载率是指 ＡＦＭ 的探针施加在样品表面载

荷的加载速率。 作为典型的软组织，食管组织在

宏观和微观尺度下均呈现出较为显著的黏弹性与

黏塑性性能。 随着实验加载率的增加，食管组织

的硬度也随之增加，其硬度从 １０ ｋＰａ 逐步增加到

１ ＭＰａ，呈现出强相关性（Ｐ＜０ ０５）。 同时，从箱式

图的上下界限可以看出，相同加载率下食管组织

的硬度分布也存在较大的差异性，这也是食管组

织表面异质性的体现［见图 ３（ａ）］。
２ ２　 食管组织在不同压入深度下的硬度

针尖压入深度即悬臂梁在竖直方向的位移。
根据胡克定律，在弹性系数为恒定值的情况下，悬
臂梁的位移逐步增大，意味着针尖压痕力的增大。
随着压入深度的逐步增加，食管组织的硬度呈现

出逐步下降的趋势，其与加载率的变化趋势相反，
即负相关性。 压入深度的变化也导致硬度产生数

量级的显著性差异（ ｋＰａ ～ ＭＰａ），可以看出组织硬

度对压入深度的变化较敏感［见图３（ｂ）］。
２ ３　 食管组织在不同停留时间下的硬度

类似于对软组织的蠕变及应力松弛探究，针尖

在到达预设位移后未立即返回，保持原位一定时间

然后针尖上提，实验结束。 食管组织的硬度在 ０ ｓ
无停留与停留时间分别为 ３、６、９、１２ ｓ 时呈现显著

性的差异，无停留时硬度显著高于停留时间为 ３、６、
９、１２ ｓ 时的硬度。 而停留时间分别为 ３、６、 ９、１２ ｓ
时，食管组织的硬度并没有明显的差异性 ［见

图 ３（ｃ）］。

３　 讨论与结论

随着生物力学领域研究的不断深入，研究尺度

愈加微观化，探讨食管组织的微观力学性能对胃

镜－食管的交互作用研究具有指导意义，进而为胃

镜操作的参数优化提供理论基础。 因此，本文借助

ＡＦＭ 探究不同加载率、压入深度及停留时间下食管

组织的硬度变化。
当生物软组织受到加载力的作用时，其变形主

０７
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图 ３　 食管组织不同条件下硬度分布（∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ．３　 Ｈａｒｄｎｅｓｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　 （ａ） Ｌｏａｄｉｎｇ ｒａｔｅｓ， （ｂ） Ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｐｔｈｓ， （ｃ） Ｄｗｅｌｌ ｔｉｍｅ

要分为弹性及塑性部分。 当加载率较小时，软组织

变形主要以可恢复的弹性形变为主［１９⁃２０］。 随着加

载率的增加，组织弹性变形能力减弱，塑性变形逐

步占据主导地位，组织表现出逐步硬化的趋势。 此

外，随着加载率增加，组织的黏性效应增加，同样促

使组织呈现出硬化现象［２１］。

图 ４　 不同观察倍数下食管组织扫描电镜图片

Ｆｉｇ．４　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅｓ　 （ａ） ２００ｘ， （ｂ） １ ０００ｘ， （ｃ） ４ ０００ｘ， （ｄ） １０ ０００ｘ

与此同时，随着针尖压入深度的增加，食管组

织的硬度呈现出负相关的变化趋势，在其他材料的

纳米压痕实验中也存在这种压痕尺寸效应［２２⁃２３］。
这种趋势也与应变梯度塑性理论一致，即试样表层

的硬度高于其在继续深入过程中的硬度。 对于本

文中使用的 ＭＬＣＴ 型针尖，在压时，其应变梯度塑性

随压痕深度逐渐减小。 即随着压痕深度的增加，其
弹性变形的部分逐渐减少，试样的同质均匀区域半

径迅速增加而到达塑性临界点，随后塑性变形的部

分增加，试样的硬度下降［２４⁃２５］。 此外，由于离体组

织的暴露，外层组织的硬度由于失去活性，其硬度

也更高。 因此，食管组织在纳米尺度下的硬度与加

载率及压入深度呈现出较强的相关性，其随着加载

率的增大而增大，随着压入深度的增加而减小。

食管组织的硬度在有无停留时间下存在较为

显著的差异性。 存在停留时间时，食管组织有相应

的时间来进行能量转换，弹性变形成为食管应对外

部加载的主导部分，而塑性变形则相对较小，因而

食管组织的硬度在有无停留时间的情况下存在较

大差异性。 但是，停留时间（３～１２ ｓ）对食管组织的

硬度则无明显的影响。
由食 管 组 织 在 不 同 观 察 倍 数 扫 描 电 镜

（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＳＥＭ）下的表面形貌

图可知，食管组织黏膜层的表面凹凸不平，表面的

粗糙度为微米级（见图 ４）。 因此，探针在组织表面

进行压痕测试时，组织表面的异质性是黏膜层表面

硬度呈现差异性的原因之一。 同时，组织表面的微

观单元结构，如纤维、蛋白等也是影响其硬度差异

性的重要因素。 本文认为，食管组织硬度的差异性

与食管组织自身的黏弹性属性相关，主要包括接触

应力、能量转换及应变梯度塑性等。
本文研究结果对于临床诊断、手术操作及人工

材料开发具有重要的意义：
（１） 随着未来胃肠镜或经自然腔道器械向着

１７
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更智能化方向发展，具有力觉感知的系统将集成于

器械前端。 通过比较相同外部加载条件下正常食

管组织与病变食管组织的力学特性变化，可以原位

诊断与鉴别食管的相关疾病，而食管组织的硬度变

化可以为临床上食管类疾病的诊断提供一定参照。
（２） 食管组织微观硬度特性的研究为器械与

组织界面接触建模提供材料属性，为建立安全手术

操作阈值数据库提供理论依据。
（３） 食管组织的微观力学性能为食管组织置

换及人工食管研制提供基础数据。
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