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摘要  原子力显微技术是研究植物细胞壁超微结构与力学性质的重要表征手段, 良好的样品制备是获得可靠数据的前提。

花粉管作为微米级别的植物样品, 是研究细胞壁结构与功能的典型实验材料, 但是制样过程中活性生理状态下的花粉管与

基底黏附不牢固, 难以获得活性生理状态下的花粉管原子力显微镜观测数据。该文以烟草(Nicotiana tabacum)花粉管为材

料, 对花粉管原子力显微样品制备和观测方法进行优化, 采用固体培养基薄层作为花粉管与基底之间的黏附剂, 花粉管在

萌发和生长的同时完成与基底的黏附。与常规的干燥-复水法相比, 优化的液下黏附法, 可在液体环境下直接观测, 无需经

过干燥处理, 避免了干燥-复水过程对花粉管造成的形貌皱缩与力学性质改变, 能够获得活性生理状态下花粉管细胞壁原位

的高分辨率原子力显微镜观测数据。该方法可应用于不同种属及不同尺寸花粉管的原子力显微镜观测。 
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作为植物细胞的特征性结构, 细胞壁在植物生长

发育过程中扮演着极为重要的角色, 除了为植物提供

机械支持、维持细胞形态与应对外界胁迫之外, 其力

学性质还影响植物细胞的生长与分化等多种行为

(Zhang et al., 2021a)。花粉管为典型的极性生长细

胞, 外形呈细长管状, 生长区域集中在顶端(Dumais, 

2021)。花粉萌发与花粉管伸长是被子植物有性生殖

的关键环节, 花粉在柱头上萌发并长出花粉管, 花粉

管通过顶端的极性生长穿过花柱到达子房, 进入胚珠

完成双受精(Nezhad and Geitmann, 2013; Cameron 

and Geitmann, 2018)。在整个环节中, 花粉管细胞壁

的力学性质直接影响花粉的萌发、花粉管伸长以及受

精过程中花粉管穿越多层细胞壁和细胞外基质等过

程, 对植物有性生殖至关重要(李彤辉等, 2023)。 

植物细胞壁结构的成像与表征手段, 除了光学显

微镜、扫描与透射电子显微镜等常用技术外, 原子力

显微镜(atomic force microscope, AFM)、点击化学标

记、拉曼光谱以及傅里叶变换红外光谱等技术也是研

究植物细胞壁结构、成分与性质的重要工具(高步红

等, 2018; 张御格等, 2023; 张曼等, 2023)。其中, 原

子力显微镜发明于1986年(Binnig et al., 1986), 通过

检测探针与样品表面之间的相互作用力来获取样品

表面的形貌信息与力学性质, 具有纳米级别的空间分

辨率与皮牛级别的力感应灵敏度。AFM是研究单细胞

力学性质的重要技术方法(Krieg et al., 2019; 李航宇

等, 2021), 与之相比, 微纳米压痕(Qian and Zhao, 

2018)和细胞力显微镜(Routier-Kierzkowska et al., 

2012)等细胞力学性质表征技术只能获得分辨率较

低的力曲线矩阵数据, 而AFM可同时获得样品表面

纳米级别的精细结构以及多种力学性质(如杨氏模

量和黏附力), 实现表面结构与力学性质之间的高分

辨直观关联研究(李密等, 2018)。对于生物样品的观

测, AFM有着独特的优势, 其制样与检测过程对样

品无损 , 且能够直接在溶液环境中进行原位检测 , 

保持生物样品的活性生理状态, 获得活体样品的原

位高分辨率表面拓扑结构与力学性质 (关东石等 , 

2020)。 

AFM广泛应用于单分子、单细胞与动植物组织等

不同大小和不同类型的生物样品观测(Dufrêne et al., 

2017), 其在植物领域的应用备受关注 (祖元刚等 , 

·技术方法· 
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2006)。植物样品种类繁多, 细胞与组织形态各异, 样

品大小跨度较大, 取材过程也不尽相同, 并无通用的

AFM观测制样流程, 而良好的制样对于获得可靠的

AFM观测数据至关重要。醛类固定、干燥、包埋和切

片等制样过程会影响样品的力学性质(Majda et al., 

2017; Vaz Dias et al., 2019; Zhang et al., 2019), 因

此活性细胞原位观测是植物样品AFM观测制样的目

标。对于毫米至厘米级别的样品, 如下胚轴(Wu et al., 

2020)、叶片(Zheng et al., 2023)、花瓣(Zhang et al., 

2021b)和根茎(Qi et al., 2017; Kozlova et al., 2019; 

Zhang et al., 2021c; Wang et al., 2022; Xiao et al., 

2023), 可直接用镊子夹取, 操作简易。对于微米级别

的样品, 无法直接用镊子操作, 特别是一些植物样品

不能离开液体培养环境, 需要在溶液中进行与基底之

间的黏附固定, 在操作过程中难以保持样品的活性生

理状态。以花粉管为例, 大部分文献采用干燥-复水法

(Zerzour et al., 2009; 吴娟子, 2011; Leszczuk et 

al., 2019), 即花粉管在液体培养基中萌发后, 在载玻

片上干燥几小时甚至几天, 利用失水干燥使其黏附在

载玻片上, 再滴加溶液进行AFM扫描, 或直接使用干

燥样品在空气环境下进行AFM扫描。干燥-复水法操

作相对简便, 但由于样品干燥后会引起表面形貌和力

学性质的改变, 由此获得的AFM观测数据不能反映

样品活性生理状态下的真实情况。苏黎世联邦理工学

院的研究人员开发了一套花粉管力学性质高通量液

下观测装置与设备(Vogler et al., 2013; Shamsudhin 

et al., 2016; Burri et al., 2019), 但该方法对观测条

件要求高, 无法在其它实验室普及。液体环境下花粉

管也能自然沉降, 黏附在多聚赖氨酸等黏附剂处理后

的载玻片上, 但由于花粉管呈长圆柱型, 其与基底的

黏附面积小, 弯曲的花粉管与隆起的花粉粒都会影响

其黏附效果, 在AFM扫描过程中也极易松动脱落, 无

法进行完整的扫描。 

本研究以烟草(Nicotiana tabacum)花粉管为实

验材料, 采用固体培养基薄层作为黏附剂, 使花粉管

在萌发、生长的同时黏附在涂有固体培养基薄层的载

玻片上, 不经过干燥和复水等处理过程, 直接在液体

环境下对活性花粉管进行AFM观测, 通过优化制样

与观测方法, 获得具有生理活性的花粉管细胞壁无

损、原位且高分辨率的表面形貌与力学性质。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

植物材料为烟草栽培品种K326 (Nicotiana tabacum 

L. cv. ‘K326’)。将其种子播种于基质(凯吉拉0–10 mm)

中 , 置于28°C恒温培养室生长至1月龄 , 再移栽至

25°C温室, 1周浇灌1–2次自来水。将德美绿源公司的

20-20-20-TE按1:1 000 (v/v)加水稀释成液体肥, 每

月施用1次, 每次50 mL。待烟草开花后收取成熟期花

药, 置于培养皿中自然风干爆开, 分装于1.5 mL离心

管中, 保存于–20°C冰箱备用。 

1.2  仪器设备 

生物型原子力显微镜(型号Bruker BioScope Resolve), 

搭建于倒置显微镜(型号Nikon Eclipse Ti)上。 

1.3  实验方法 

1.3.1  培养基配制 

液体培养基 : 10% 蔗糖、 0.01% 硼酸和 0.025% 

Ca(NO3)2·4H2O。固体培养基: 10%蔗糖、0.01%硼酸、

1.5%琼脂和0.025% Ca(NO3)2·4H2O。高压灭菌后放

置于4°C冰箱备用。 

 

1.3.2  花粉管AFM观测制样: 液下黏附法 

液下黏附法见图1A示意图。将固体培养基加热至溶液

状态, 取5–10 μL滴于载玻片中央区域, 用盖玻片边

缘将溶液铺平成约2 μm厚的薄层, 重复3–5次增加薄

层厚度。用疏水笔(图1C上)或透明速干指甲油(图1C

下)将薄层四周圈涂, 以便后续滴加花粉悬液于薄层

上不会外溢。为防止固体培养基薄层变干影响黏附效

果, 制备好的黏附载玻片需在1小时内使用。 

取200 μL含0.08%琼脂的液体培养基于1.5 mL 

离心管中, 放入1–2粒花药, 使用移液枪吹吸混匀, 

获得花粉悬液。取30–50 μL花粉悬液滴加至固体培养

基薄层中央, 置于湿盒内28°C培养4–6小时。AFM观

测前, 使用不含琼脂的液体培养基轻柔冲洗3–5遍, 

再滴加50 μL不含琼脂的液体培养基于薄层上, 即可

进行AF观测。 
 

1.3.3  花粉管AFM观测制样: 干燥-复水法 

干燥-复水法见图1B示意图。取30–50 μL花粉悬液滴 
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图1  花粉管原子力显微镜(AFM)制样及观测示意图 

(A) 液下黏附法; (B) 干燥-复水法; (C) 载玻片待测区域(bar=1 cm); (D) AFM观测明场视野(bar=100 μm); (E) AFM液下观测 

 
Figure 1  Schematic diagram of pollen tube atomic force microscope (AFM) preparation and detection  

(A) Liquid-attaching preparation method; (B) Drying-rehydration preparation method; (C) Test areas of glass slides (bar=1 cm); 

(D) Optical bright field image of AFM probe at work (bar=100 μm); (E) AFM detection under aqueous conditions 
 

加至普通载玻片的待测区域, 置于湿盒内28°C培养

4–6小时。将载玻片上多余的培养基吸干, 放置在通

风橱晾干数小时至数天, 使用不含琼脂的液体培养基

轻柔冲洗3–5遍后, 滴加50 μL不含琼脂的液体培养

基进行AFM观测。 

 

1.3.4  AFM观测 

探针选用ScanAsyst Fluid (Bruker, 0.7 N·m–1, 针尖

半径20 nm)。使用载玻片校准探针灵敏度 (单位 : 

nm·V–1)与弹性系数(单位: N·m–1) (Thermal tune方

法)。选用成像软件NanoScope 9.4中Feak Force 

QNM in Fluid的Scan模式, 成像参数设置: 扫描频率

为0.5 Hz, 扫描范围15 μm × 15 μm; 扫描线为256; 

线采样点为256; 峰值力阈值为5 nN。AFM观测明场

视野与示意图见图1D, E。 

1.3.5  AFM观测数据分析 

使用离线软件NanoScope Analysis1.8对AFM观测数

据进行分析处理, 从spm文件的Height Sensor通道

中获得高分辨形貌的二维与三维展示图, 叠加杨氏模

量图作为皮肤的效果更为直观(Hu et al., 2020)。

Modulus通道中选择Roughness对花粉管杨氏模量

数据进行统计。Height Sensor通道中选择Section测

量花粉管的高度并进行统计。pfc文件可获得每个像

素点的力-距离曲线。 

2  结果与讨论 

2.1  不同黏附方法对花粉管黏附效果的影响 

本研究比较了干燥-复水法与液下黏附法两种花粉管

AFM观测制样方法。其中, 干燥-复水法的花粉管黏附
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比例较高, 在显微镜视野中较易找到黏附花粉管。而

液下黏附法的花粉管黏附比例较低, 需要在视野中寻

找合适的花粉管样品, 为此可在萌发时适当增加花粉

的浓度以获得更多的黏附花粉管。干燥-复水法黏附

的花粉管, 在滴加培养基之后, 仍有部分黏附花粉管

会失去黏附性, 因此需在1小时内观测完毕。 

2.2  不同黏附方法对花粉管细胞壁杨氏模量的

影响 

杨氏模量(Young’s modulus), 亦称弹性模量(elastic 

modulus, E), 用于表征材料的刚度(stiffness), 可反映

花粉管细胞壁的弹性, 也就是细胞壁受力后发生弹性

变形的难易程度(Mirabet et al., 2011; Krieg et al., 

2019)。在AFM扫描过程中, 综合考虑花粉管的直径大

小与扫描的稳定性, 扫描范围设置为15 μm × 15 μm, 

分别扫描花粉管的顶端(最尖端的15 μm以内)与中段

部位(距离顶端40–80 μm处)。花粉管的高分辨三维形

貌图(图2A)显示花粉管的顶端和中段表面均为较粗

糙的纤丝状结构, 是其细胞壁表面的微纤丝。叠加杨

氏模量图作为皮肤的高分辨三维形貌图(图2B), 显示

花粉管的细胞壁并非刚度均匀的单细胞, 花粉管顶端

细胞壁的刚度较小, 中段的刚度较大, 即花粉管细胞

壁的刚度沿其纵向呈不均一性分布。 

花粉管顶端与中段区域杨氏模量测量与统计结

果如图3所示。图3A–D为不同制样方法的代表性力-

距离曲线, 每条力-距离曲线包括逼近(approach)曲

线与回撤(retract)曲线, 分别描述探针逼近与远离样

品表面的过程。利用Hertz接触模型对曲线进行拟合, 

得到该位置的杨氏模量进而获得花粉管顶端与中段

的杨氏模量(图3E, F)。统计结果表明, 干燥-复水法

制样的花粉管, 其顶端和中段杨氏模量平均值分别

为0.88 MPa和1.59 MPa, 液下黏附法制样的花粉管, 

其顶端和中段杨氏模量平均值分别为2.29 MPa和

3.2 MPa (图3G)。可见干燥-复水法的干燥过程对花

粉管的力学性质有一定影响, 且对花粉管顶端的影

响更大。 

2.3  不同黏附方法对花粉管截面高度的影响 

为了进一步比较干燥-复水法与液下黏附法这两种方

法对花粉管形态的影响, 在花粉管的AFM高分辨形

貌图中获取花粉管顶端与中段的截面高度数据, 沿花

粉管顶端的轴向(图4A虚线所示)与中段的径向(图4D

虚线所示)提取高度信息, 花粉管顶端的截面高度为

距离尖端10 μm位置与基底之间的高度差(图4B箭头 

 

 

图2  干燥-复水法与液下黏附法的花粉管原子力显微镜(AFM)观测数据(顶端与中段部位) 

(A) 花粉管三维形貌图(颜色表示高度); (B) 叠加杨氏模量数据的花粉管三维形貌图(颜色表示杨氏模量)。Bars=3 μm 

 

Figure 2  Pollen tube atomic force microscope (AFM) imaging data of drying-rehydration and liquid-attaching preparation 

methods (apical dome and distal region) 

(A) AFM-mapping of three-dimensional topography of pollen tubes (colors represent the height); (B) Three-dimensional topo-

graphy of pollen tubes overlaid with Young’s modulus (colors represent the elasticity). Bars=3 μm 
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图3  不同黏附方法对花粉管顶端与中段杨氏模量的影响 

(A)–(D) 干燥-复水法的花粉管顶端(A)、中段(C)与液下黏附法的花粉管顶端(B)、中段(D)的代表性力-距离曲线; (E) 花粉管顶端的

杨氏模量图; (F) 花粉管中段的杨氏模量图(颜色表示杨氏模量, 虚线方框(边长3.5 μm)为统计杨氏模量平均值的区域); (G) 干燥-

复水法与液下黏附法的花粉管顶端与中段的杨氏模量统计结果(***表示不同处理间在P<0.001水平差异极显著)。Bars=3 μm 
 

Figure 3  Effects of different preparation methods on the Young’s modulus of pollen tube apical dome and distal region 

(A)–(D) Typical force-distance curves obtained from apical dome (A) and distal region (C) of drying-rehydration method, apical 

dome (B) and distal region (D) of liquid-attaching method; (E) Young’s modulus of pollen tube apical dome; (F) Young’s mod-

ulus of pollen tube distal region (colors represent the elasticity, dashed boxes (side length 3.5 μm) are the areas for calculating 

the average Young’s modulus); (G) The statistical results of Young’s modulus of pollen tube apical dome and distal region using 

drying-rehydration and liquid-attaching preparation methods (*** represent extremely significant differences among different 

treatments at P<0.001). Bars=3 μm 
 

位置), 花粉管中段的截面高度为最高点与基底之间

的高度差(图4E箭头位置)。统计结果表明, 干燥-复水

法制样的花粉管, 其顶端和中段截面高度平均值分

别为1.82 μm和2.3 μm, 液下黏附法制样的花粉管, 

其顶端和中段截面高度平均值分别为3.67 μm和

3.46 μm (图4C, F)。可见干燥-复水法的干燥过程影

响了花粉管的截面高度, 且花粉管顶端皱缩形变的幅

度更大。 

2.4  讨论 

在生物样品的AFM观测中, 保持生物样品的活性生

理状态以及制样过程尽量不影响其力学性质, 是获得

样品真实力学数据的关键。植物样品形态各异、尺寸

跨度大, 不同植物组织样品需要根据形态尺寸与生长

特点来设计AFM观测制样方案。花粉管作为微米级别

的植物单细胞样品, 对环境条件(如温度和湿度)极为

敏感, 为了攻克花粉管在活性生理状态下进行AFM

观测的难点, 本研究对其制样流程进行优化, 采用花

粉管固体培养基薄层作为黏附剂, 在花粉萌发和花粉

管生长的同时完成其与基底的黏附。固体培养基薄层

有一定的厚度, 可以更好地固定花粉管, 极大地提高

了花粉管的黏附效率, 实现液体环境下花粉管在活性

生理状态下无损、原位且高分辨率AFM观测。 

与干燥-复水法相比, 液下黏附法获得的数据可

避免由于干燥和形变等引起的形貌与力学性质改变, 

而这些改变可能会降低甚至掩盖实验组与对照组之

间的差异, 导致无法获得准确的组间比较数据。在

AFM探针压入样品表面时, 如果基底较软, 压入深度

则包含了基底的形变量, 导致计算得出的杨氏模量值

偏小。液下黏附法的花粉管直接与载玻片基底相接触, 

保证压入深度仅由样品本身形变所引起, 与其它方法

如以琼脂糖为基底的方法(Riglet et al., 2020)相比, 
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图4  不同黏附方法对花粉管顶端与中段截面高度的影响 

(A), (D) 花粉管顶端(A)及中段(D)高度图(颜色表示高度, 虚线示截面位置); (B), (E) 不同黏附方法的花粉管顶端(B)及中段(E)截

面高度图(箭头为截面高度差位置); (C), (F) 不同黏附方法的花粉管顶端(C)及中段(F)截面高度(Z)统计(***表示不同处理间在

P<0.001水平差异极显著)。Bars=3 μm 
 

Figure 4  Effects of different preparation methods on the cross-section height of pollen tube apical dome and distal region 

(A), (D) The height images of pollen tube apical dome (A) and distal region (D) (colors represent the height, and dashed lines 

represent the position of the cross-section); (B), (E) The cross-section height of pollen tube apical dome (B) and distal region 

(E) using different preparation methods (the arrows indicate the position of cross-section height); (C), (F) The statistical results of 

cross-section height (Z) of pollen tube apical dome (C) and distal region (F) using different preparation methods (*** represent 

extremely significant differences among different treatments at P<0.001). Bars=3 μm 
 

可排除软基底对实验数据的影响。图2B与图3E和F中

花粉管顶端与中段部位的杨氏模量数据呈现局部数

值偏大的现象, 可能是由于探针并非垂直压入细胞壁

表面而造成接触力学模型计算出来的杨氏模量有偏

差, 这一现象可通过有限元建模计算进行矫正(Rou-

tier-Kierzkowska et al., 2012)。 

花粉管是典型的极性生长细胞, 此外, 真菌菌

丝、苔藓和蕨类的原丝体、植物根毛与动物神经细胞

等(Adhikari et al., 2020)也依靠极性生长来完成各种

生命活动。植物细胞壁刚度与膨压共同决定了植物细

胞的生长速率和方向(Boudaoud, 2010; Uyttewaal et 

al., 2010)。本研究表明, 花粉管顶端的杨氏模量比中

段部位更小, 且对环境变化更为敏感, 而花粉管的顶

端部位是生长与伸长的位置, 推测其细胞壁的成分与

其它部位不同 , 这一结果与前人的研究结果一致

(Geitmann and Parre, 2004; Zerzour et al., 2009; 

Vogler et al., 2013; Shamsudhin et al., 2016; 

Leszczuk et al., 2019)。花粉管顶端细胞壁的杨氏模

量更小意味着受到细胞内部膨压的作用后更容易发

生变形, 因此顶端部位会持续生长和伸长, 实现细胞

的极性生长。花粉管细胞壁力学性质研究可推动花粉

管极性生长与受精过程的深入解析, 如细胞骨架的排

布与动态变化以及蛋白分子的功能调控(Landrein and 

Ingram, 2019), 从而揭示植物双受精的作用机理。 

综上, 本研究对花粉管细胞壁的AFM观测制样

方法进行优化, 利用固体培养基薄层作为黏附剂, 花

粉管在萌发和生长的同时完成与基底的黏附, 可获

得活性生理状态下花粉管细胞壁原位的高分辨表面

形貌与力学性质, 可应用于不同种属及不同尺寸的

花粉管, 为进一步揭示植物细胞壁的生长调控机制

奠定了基础。 
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Optimization of Preparation and Detection Methods for Pollen  
Tube Cell Wall by Atomic Force Microscopy 

Siying Qin1*, Yan Luo1, He Zhang2, Jun Hu1, Jugou Liao3 
1School of Life Sciences, Peking University, Beijing 100871, China; 2School of Advanced Agricultural Sciences, Peking 

University, Beijing 100871, China; 3School of Ecology and Environmental Science, Yunnan University,  

Kunming 650500, China 

Abstract  Atomic force microscopy (AFM) is a powerful tool for studying the ultrastructure and mechanical properties of 

plant cell walls, while good sample preparation is essential for AFM data acquisition. As micron-scale plant samples, 

pollen tubes are typical experimental materials for studying the structure and function of cell walls. Due to the difficulty in 

sample preparation, it is hard to obtain in situ AFM data in physiological state of pollen tubes as pollen tubes are hard to 

attach to the substrate firmly in fluid. In this study, the AFM preparation and detection methods are optimized using Nico-

tiana tabacum pollen tubes as the experimental materials. Thin solid medium is used as the adhesive, thereby pollen 

tubes are attached to the glass slide during germination and elongation in fluidic environment. Compared with the con-

ventional drying-rehydration method, the optimized liquid-attaching method allows observation directly in fluid without 

drying treatment, which avoids the shrinkage and denaturation of pollen tubes caused by drying-rehydration process. 

Accordingly, liquid-attaching method can be applied for pollen tubes of different species and sizes, providing support to 

obtain high-resolution in situ AFM data of pollen tube cell walls in native physiological state under aqueous conditions. 

Key words  atomic force microscope, pollen tube, cell wall, in situ, mechanical properties 

Qin SY, Luo Y, Zhang H, Hu J, Liao JG (2024). Optimization of preparation and detection methods for pollen tube cell 
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