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Целью данной работы является разработка элементов технологии прецизионного трехмерного позицио-
нирования одного или нескольких биологических объектов микронного и субмикронного размеров. Для 
этого в Объединенном институте высоких температур РАН разработан и изготовлен лабораторный обра-
зец программно-аппаратного комплекса оптического фемтосекундного лазерного пинцета-скальпеля на 
основе приборной базы, производимой в России. Получены экспериментальные результаты о максималь-
ной скорости манипулирования CHO и клетками культуры, полученной из спинального ганглия млекопи-
тающего (по протоколам получения очищенных культур шванновских клеток), а также о взаимодействии 
излучения с внутриклеточными структурами, которое приводит к изменению предполагаемого поведе-
ния клетки в области оптической ловушки и максимальной скорости манипулирования последней.
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The aim of this work was developing of elements of the precise three-dimensional positioning technology of one or 
several micron and submicron size biological objects. Thereto a laboratory unit of hardware-software complex of 
optical femtosecond laser tweezers-scalpel was developed and constructed in the Joint institute for high temperatures 
RAS using material resources of Russia. Experimental data concerning a maximal manipulation speed of CHO and 
cells, produced from mammalian spinal ganglia (using protocols for producing pure culture of Schwann cells) was 
received. Besides facts of interaction of laser radiation with intracellular structures that lead to unexpected behavior 
of cell in the zone of optical trap and change of maximal speed of cell manipulation were determined.
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В 1986 году Артур Ашкин и его группа ученых 
открыли явление, состоящее в том, что остро сфо-
кусированное лазерное излучение, направленное 
на прозрачный объект микроскопического размера, 
способно удерживать его в трехмерном пространс-
тве у точки фокуса [3].

Это явление получило название «оптическая ло-
вушка». Осуществляя перемещение оптического 
поля в пространстве или перемещая среду, в которой 
находится удерживаемый микрообъект, можно пере-
мещать этот объект в трехмерном пространстве. Эта 
технология оптического манипулирования микро- и 
наноскопическими объектами получила название 
«оптический пинцет». Работы, которые последова-
ли позднее, показали, что захватывать и перемещать 
можно любые биологические клеточные и некле-
точные прозрачные объекты. Ими могут быть ви-
русы, бактерии, клетки растительного и животного 
происхождения. Совершенствование этой техники 
позволило даже манипулировать положением струк-
тур внутри клеток, например ядром, хромосомами и 
другими органоидами и включениями [4–6]. Техно-
логия оптического пинцета позволяет устанавливать 
заданное взаимоотношение между отдельными клет-
ками, их органеллами и производными [4, 11]. Про-
водимые в последнее время работы показали, что 
излучение с высокой интенсивностью (~106 Вт/см2), 
направляемое на клетку при реализации технологии 
«оптического пинцета», может быть безопасным для 
ее физиологии и ДНК [17–19, 22]. Из этого следует, 
что такая технология открывает удивительные перс-
пективы для развития хирургии на клеточном и суб-
клеточном уровне, а также тканевой инженерии. Для 
этого необходимо изучать механизмы и параметры 
манипулирования разнообразными биологическими 
объектами с помощью оптического пинцета.

Принцип действия оптического пинцета описан 
в ряде работ [7, 12, 23]. В зависимости от размера 
захваченной частицы разработаны две основные 
модели, описывающие это явление: лучевая оптиче-
ская модель Ашкина [7] и дипольная модель Харада 
и Асакуры [12]. Лучевая оптическая модель право-
мерна, когда радиус захваченной частицы в десять 
и более раз превосходит длину волны лазерного из-
лучения, в то время как дипольная модель является 
правомерной для частиц, радиус которых значитель-
но меньше, чем длина волны. Как правило, размеры 
эукариотических клеток значительно превышают 
длину волны лазера, используемого для формиро-
вания оптической ловушки, поэтому, поскольку в 
дальнейшем речь пойдет об оптическом манипули-
ровании эукариотическими клетками, следует при-
держиваться оптической лучевой модели Ашкина.

Если рассматривать эксперимент, в котором мы 
перемещаем кювету относительно захваченного объ-
екта, то, наблюдая процесс перемещения со стороны 

последнего, это будет выглядеть так, что мы переме-
щаем с заданной постоянной скоростью объект. При 
движении частицы в растворе на нее действует сила 
вязкого трения, пропорциональная скорости движения 
частицы и ее радиусу и описываемая законом Стокса:
 6πηRυ = F (1),
где η – вязкость раствора, R – радиус сферического 
объекта и υ – скорость частицы.

Если при заданной интенсивности излучения и 
размере объекта начинать увеличивать скорость пе-
ремещения последнего, то будет расти и эта сила, 
что можно наглядно наблюдать по изменению по-
ложения равновесия частицы относительно опти-
ческой перетяжки, которое постепенно сместится 
в пограничную, наиболее удаленную от геометриче-
ского центра зону. Но если продолжить увеличивать 
скорость среды или частицы, то сила вязкого трения 
станет выше максимальной оптической силы и объ-
ект выйдет из области действия оптической ловуш-
ки. Для биотехнологических целей представляет 
интерес значение максимальной скорости переме-
щения разных клеток при заданных значениях ин-
тенсивности. Под максимальной скоростью пони-
мается предельная скорость, при которой клетка все 
еще остается в зоне действия оптической ловушки 
при данной интенсивности излучения. Зная макси-
мальное время воздействия лазерного излучения, 
которое не приводит к нарушению функций клеток, 
можно установить максимальные расстояния, на ко-
торых последними можно манипулировать без пов-
реждающего действия излучения [23]. Важно также 
понимать факторы, которые влияют на скорость и 
прецизионность манипулирования биообъектами, а 
значит, имеют большое значение для клеточно-хи-
рургического применения оптических пинцетов.

Для решения поставленных задач был создан 
лабораторный образец программно-аппаратного 
комплекса для манипулирования и импульсного ла-
зерного воздействия на различные биологические 
объекты. Его принципиальная оптическая схема 
приведена на рис. 1.

Отличительной особенностью данного комплекса 
является наличие наряду с непрерывным иттербие-
вым волоконным лазером двух современных фемто-
секундных лазерных систем ИК-диапазона спектра 
с возможностью преобразования длины волны излу-
чения в видимый и ближний УФ-диапазон для реше-
ния широкого круга задач, таких как прецизионная 
деструкция внутриклеточных элементов, перфо-
рация мембраны клеток для селективного слияния 
последних, их трансфекции, инъекции в клетки объ-
ектов наноразмерной величины и т. д. Фемтосекунд-
ные лазерные импульсы позволяют минимизировать 
негативные влияния излучения на физиологию и 
структуру клеток, изучению чего посвящены ран-
ние исследования [8, 13, 15, 16, 20]. О возможностях 
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таких систем упоминали и мы [1], а также другие 
отечественные исследователи [2]. Для реализации 
оптического захвата и манипулирования биообъек-
тами использовалось как непрерывное излучение 
иттербиевого волоконного лазера (PYL-10-P, IPG 
Laser GmbH), так и излучение фемтосекундного им-
пульсно-периодического лазера с активной средой 
хром-форстерита, генерирующего импульсы дли-
тельностью 100 фс на длине волны 1240 нм с часто-
той повторения 80 МГц и средней мощностью 200 
мВт (CrF-65P, ООО «Авеста проект»).

В качестве оптического лазерного скальпеля ис-
пользуется отечественная фемтосекундная волокон-
ная лазерная система (TETA-10/100 ООО «Авеста-
Проект») с излучением на длине волны 1,028 мкм, 
частотой повторения 10 кГц, длительностью им-
пульсов менее 300 фс и энергией более 100 мкДж. 
Также в лазерной системе существует возможность 
перестройки частоты излучения в видимый и УФ-
диапазоны спектра путем генерации оптических 
гармоник. Достоинством данной системы являет-
ся простота в эксплуатации, высокая надежность, 
меньшая критичность к изменению температурного 
режима по сравнению с традиционными фемтосе-
кундными лазерами с керровской нелинейностью.

Оптический захват биообъектов осуществлялся 
с использованием инвертированного биологическо-

го микроскопа (МИБ-Р, ЛОМО). Для фокусировки 
излучения использовались объективы с различной 
числовой апертурой: М-ФЛЮАР 40х/0,85 Л, ЛОМО 
М-ФЛЮАР 100х/1,2 Л МИ, М-ФЛЮАР 100х/1,3 Л 
МИ (ЛОМО). Разработанная система позволяла фор-
мировать как одну, так и несколько (до 4 в описыва-
емом эксперименте) оптических ловушек.

Для формирования множества оптических ло-
вушек имеется оптический пространственный фа-
зовый модулятор (HEO 1080P II, Holoeye Photonics 
AG). Благодаря специальному программному обес-
печению, управляющему модулятором, ловушки 
могут интерактивно перемещаться по трем коорди-
натам в растворе независимо друг от друга. Таким 
способом можно прецизионно перемещать и ори-
ентировать объекты друг относительно друга в од-
ном поле зрения микрообъектива. При этом также 
можно было синхронно перемещать все множество 
захваченных объектов на значительные расстояния 
(более 1 мм) из одного поля зрения в другое благо-
даря смещению среды (кюветы), в которой находят-
ся объекты. Для перемещения кюветы со средой во 
всех экспериментах использовался трехкоординат-
ный манипулятор с шаговыми двигателями и мини-
мальным шагом перемещения 1,25 мкм. Скорость 
перемещения можно контролировать специальным 
компьютерным обеспечением, управляющим мани-
пулятором, в диапазоне от 2,5 до 700 мкм/с. Удержа-
ние объекта в оптической ловушке можно визуаль-
но контролировать с помощью CCD-камеры.

В данной работе представлены результаты изме-
рений максимальной скорости перемещения биоло-
гического объекта в зависимости от интенсивности 
лазерного излучения. В качестве биологического 
объекта в работе использовалась известная клеточ-
ная линия Chinese hamster ovary (СНО) [23]. Резуль-
таты эксперимента представлены на рис. 2.

Рис. 1. Аппаратно-программный комплекс, использовав-
шийся в экспериментах: 1 – осветительная система мик-
роскопа; 2 – шаговые двигатели, перемещающие препа-
ратоводитель по X-, Y-, Z-осям; 3 – экспериментальный 
резервуар на препаратоводителе; 4 – пара захваченных в 
оптическую ловушку микроскопических объектов, нахо-
дящихся в экспериментальном резервуаре; 5 – рабочий 
объектив микроскопа; 6 – CCD-камера; 7 – компьютер, 
управляющий шаговыми двигателями, фазовым модуля-
тором и CCD-камерой; 8 – джойстик; 9, 10 – зеркала; 11 – 
телескоп; 12 – оптический пространственный фазовый мо-
дулятор; 13 – фемтосекундный лазер (частота повторения 
импульсов 1 кГц – оптический скальпель); 14 – непрерыв-
ный иттербиевый волоконный лазер или фемтосекундный 
лазер (частота повторения 80 МГц – оптический пинцет)
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Рис. 2. Зависимость максимальной скорости манипу-
лирования клетками с разным диаметром (1 – 18 мкм, 
2 – 16,1 мкм, 3 – 15,6 мкм, 4 – 13,8 мкм, 5 – 13,9 мкм, 
6 – 8,9 мкм) от плотности мощности излучения в опти-
ческой ловушке
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На графике видно, что все кривые (для клеток 
разного диаметра) можно условно разбить на два 
участка. На первом скорость линейно зависит от 
интенсивности лазерного излучения, а на втором – 
увеличение интенсивности не приводит к увеличе-
нию скорости движения объектов. Одной из причин 
ограничения скорости манипулирования, возможно, 
является наличие у мембраны предела прочности. 
То есть при достижении определенного порогового 
значения интенсивности оптическая ловушка в про-
цессе увеличения скорости движения клетки (когда 
происходит рост силы вязкого сопротивления) мо-
жет создать на ограниченной площади ее мембраны 
(диаметром менее 2 мкм) давление, превышающее 
прочность мембраны.

В соответствии с выражением (1) при увеличе-
нии диаметра клетки возрастает сила вязкого тре-
ния, и следовательно, необходимо увеличивать силу 
оптического захвата путем увеличения интенсив-
ности лазерного излучения для сохранения макси-
мальной скорости перемещения. График отражает 
тенденцию, подтверждающую этот тезис. Кроме 
того, несмотря на незначительную разницу разме-
ров некоторых клеток, например кривые 4 и 5, зна-
чения максимальной скорости их манипулирования 
значительно отличаются (почти в 2 раза). Дальней-

шее исследование подтвердило наличие значитель-
ного варьирования максимальной скорости манипу-
лирования от клетки к клетке при близких размерах 
последних. В работах [5, 6] показана возможность 
манипулирования внутриклеточными структура-
ми. В случае преломления света на этих структурах 
происходит изменение суммарной оптической силы, 
действующей на клетку. При этом изменяется вели-
чина максимальной скорости перемещения клетки. 
Исследуемые клетки СНО характеризуются высо-
ким ядерно-цитоплазматическим соотношением 
[9]. Поэтому большого вклада в вариации скорости 
манипулирования клетками ядро, вероятно, давать 
не будет. Однако при рассмотрении цитоплазмы 
большинства клеток СНО в проходящем свете об-
ращает на себя внимание наличие множества гра-
нуловидных внутриклеточных структур, которые от 
клетки к клетке отличаются размерами, количест-
вом, положением и связью с цитоскелетом. Серию 
клеток, на которых производили измерение мак-
симальной скорости манипулирования, подвергли 
оптической томографии. Сделано 20 срезов каждой 
клетки с использованием оптики, формирующей 
фазово-контрастное изображение среза (толщиной 
1–2 мкм) (рис. 3). На фотографиях а и б изображены 
два среза одной клетки, где на а в срезе наиболее 

Рис. 3. Наиболее яркие ва-
риации во внутриклеточной 
морфологической и опти-
ческой организации клеток 
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четко в фокусе находится ядро (N), а на б – одиноч-
ное скопление мелких грануловидных структур (g), 
создающих оптическую неоднородность в цитоп-
лазме клетки правее и выше ядра. На фотографии в 
виден срез другой клетки, в котором можно видеть 
одиночную крупную грануловидную структуру (g), 
ядро – правее, ниже и вне плоскости фокуса; г – фо-
тография среза одной из исследованных клеток, в 
которой грануловидные внутриклеточные структу-
ры расположены гирляндой (черные стрелки), опо-
ясывающей ядро.

Рассмотрим поведение клетки и внутриклеточ-
ных грануловидных структур при воздействии оп-
тической ловушки. Когда клетка была прикреплена 
ко дну, при направлении пучка лазера оптического 
пинцета на эти структуры перемещать их не удава-
лось в большинстве случаев. Это свидетельствует о 
том, что чаще всего они привязаны цитоскелетом к 
определенному месту в клетке. Однако если клетка 
свободна, то гранулы стремились занять опреде-
ленное место относительно оптической перетяжки, 
разворачивая клетку необходимым образом. Клетка 
при этом уравновешивается относительно оптичес-
кой перетяжки несимметрично, чего бы не было 
при абсолютной ее оптической однородности. Зна-
чит при взаимодействии пучка света, проходящего 
через клетку с грануловидными структурами, воз-
никают дополнительные оптические силы. Внут-
риклеточные структуры отличались чрезвычайным 
разнообразием размеров, количества, места поло-
жения и связью с цитоскелетом, что может влиять 
на их вклад в конечную оптическую силу, действу-
ющую на клетку. Для дополнительного испытания 
последнего был проведен эксперимент на клетках, 
характеризующихся схожим высоким ядерно-ци-
топлазматическим соотношением, но менее выра-
женной внутриклеточной оптической неоднород-
ностью, отмеченной в клетках СНО. Примером 
таких клеток являются шванновские клетки млеко-
питающего. Была приготовлена органотипическая 
культура спинального сенсорного ганглия млеко-
питающего, техника и методы работы с клетками 
которой, а также методы очистки были разработа-
ны для шванновских клеток млекопитающих ранее 
[10, 14, 21]. Пример типичной кривой зависимости 
максимальной скорости манипулирования шван-
новскими клетками от их диаметра, полученной в 
ходе экспериментов при постоянной интенсивности 
излучения в оптической перетяжке 2,3·106 Вт/см2, 
приведен на рис. 4. Для сравнения на этом же ри-
сунке приведена аналогичным образом полученная 
кривая для клеток СНО, характеризующихся схо-
жими размерами.

Разброс значений максимальной скорости мани-
пулирования для шванновских клеток в диапазоне 
диаметров 13,4–16,6 мкм не превышал 10 мкм/с. Эти 

данные в корне отличались от результатов, получен-
ных для клеток CHO такого же размера, в которых, 
очевидно, имело место попадание в область про-
хождения пучка света внутриклеточных оптических 
неоднородностей. Если проходящий внутри клетки 
свет попадает на эти структуры, то в целом угол 
преломления, направленного на клетку пучка све-
та, изменяется, а следовательно, изменяется и сила, 
действующая на клетку. Предсказать расположение 
этих элементов в клетке, их морфологические и оп-
тические характеристики в процессе эксперимента 
не представляется возможным, поэтому получаемые 
значения максимальной скорости манипулирования 
сильно различаются, и это находит отражение в пи-
лообразном характере полученной кривой. Кривая, 
полученная для клеток ганглия, позволяет сделать 
и другой важный вывод. Наличие выраженных оп-
тических неоднородностей, по-видимому, являет-
ся свойством опухолевой линии СНО, поскольку в 
клетках, приготовленных по протоколу шваннов-
ской клетки, такой выраженной гранулярности не 
наблюдалось. В связи с последним, как мы увидели 
на графике, имеет место минимальное варьирова-
ние значений максимальной скорости перемещения 
клеток (по крайней мере, для клеток, размер кото-
рых лежит в диапазоне 13,4–16,6 мкм). То есть для 
шванновских клеток значение максимальной скоро-
сти манипулирования при данной плотности мощ-
ности излучения в оптической ловушке – величи-
на, близкая к постоянной. Соответственно, можно 
сделать предположение, что типичные клетки мле-
копитающих, характеризуемые узким диапазоном 
варьирования размеров клеток, высоким ядерно-
цитоплазматическим соотношением, не имеющие 

Рис. 4. Кривые зависимости максимальной скорости 
манипулирования шванновскими и СНО-клетками 
от их диаметра при плотности мощности излучения 
2,3 · 106 Вт/см2. Каждому значению диаметра соответс-
твует 10 значений максимальной скорости манипулиро-
вания различных клеток (отражено в величине стандар-
тных ошибок на графике)
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ярких оптических неоднородностей (наблюдаемых, 
например, у клеток СНО), будут обладать схожим 
постоянством значений максимальной скорости 
манипулирования от клетки к клетке для данного 
вида клеток. Если это оправдается и максимальная 
скорость манипулирования будет типичной для за-
данной интенсивности для данного вида клеток, то, 
устанавливая параметры и условия оптимального 
манипулирования клетками разных видов, мы смо-
жем создавать рекомендации для дальнейших работ 
в сфере тканевой инженерии. Данная работа, в час-
тности, показала, что при плотности мощности из-
лучения I ≈ 9,7 · 105 Вт/см2 максимальная скорость 
манипулирования шванновскими клетками состав-
ляла υmax ≈ 10 ± 1,5 мкм/с, при I ≈ 1,6 · 106 Вт/см2 – 
υmax ≈ 19 ± 4 мкм/c, при I ≈ 2,3 · 106 Вт/см2 – υmax ≈ 
46 ± 6 мкм/c. Необходимо отметить, что эти значе-
ния были получены для клеток, диаметры которых 
отличались не более чем на 20%. Для клеток СНО 
в данном диапазоне размеров значения максималь-
ной скорости манипулирования варьировались от 
15 до 85 мкм/c (измеренные значения). Измерения 
для обоих видов клеток проводились с использова-
нием объектива М-ФЛЮАР 40х/0,85 Л.

Результаты экспериментов показали, что при 
проведении прецизионного ориентирования кле-
ток в пространстве и относительно друг друга при 
решении тех или иных клеточно-хирургических за-
дач требуется учитывать, что на пути прохождения 
пучка света, формирующего оптическую ловушку, 
могут попадаться разнообразные внутриклеточные 
структуры. Последнее может приводить к изме-
нению манипулируемости клеткой и нарушению 
предполагаемого поведения клетки в области опти-
ческой ловушки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенной работы создан про-

граммно-аппаратный комплекс оптического фемто-
секундного лазерного пинцета-скальпеля, позво-
ляющий осуществлять лазерное воздействие и 
трехмерное оптическое манипулирование биоло-
гическими объектами в диапазоне размеров от не-
скольких сотен нанометров до нескольких десятков 
микрометров. С помощью оптического простран-
ственного фазового модулятора и специального 
программного обеспечения система позволяет ин-
терактивно перемещать независимо друг от друга 
и прецизионно ориентировать в одном поле зрения 
множество биологических объектов (на протяже-
нии десятков микрометров). Также существует воз-
можность синхронно перемещать все захваченные 
объекты из одного поля зрения в другое на значи-
тельные расстояния (более 1 мм) путем смещения 
среды, в которой они находятся. Используя специ-

альное программное обеспечение, можно контроли-
ровать скорость перемещения среды относительно 
объектов или самих объектов, а также наблюдать и 
регистрировать взаимодействие оптической ловуш-
ки с биологическим объектом. Это позволяет изу-
чать механизм и параметры оптического манипули-
рования биологическими объектами.

Проведено исследование оптического мани-
пулирования СНО-клеток. Установлено, что при 
увеличении интенсивности излучения лазера в оп-
ределенном диапазоне наблюдается линейное уве-
личение максимальной скорости манипулирования 
клеткой. При достижении определенного значения 
интенсивности дальнейший ее рост не приводит к 
увеличению максимальной скорости движения. Об-
наружен значительный разброс максимальной ско-
рости манипулирования клетками СНО от клетки к 
клетке при близких размерах последних. Это, веро-
ятно, связано с наличием во многих клетках этого 
вида оптических неоднородностей – грануловид-
ных внутриклеточных структур, которые от клетки 
к клетке отличаются размерами, количеством, поло-
жением и связью с цитоскелетом.

Проведено измерение максимальной скорости 
манипулирования одного из видов глиальных кле-
ток нервной ткани млекопитающего – шванновс-
кой клетки (клетки были получены из сенсорного 
ганглия млекопитающего и очищены по протоко-
лам, ранее разработанным для шванновских кле-
ток млекопитающих). Варьирование максимальной 
скорости манипулирования от клетки к клетке при 
близких размерах последних, равно как и разбро-
сы значений этой скорости шванновских клеток в 
диапазоне диаметров 27–33 мкм не превышали 10 
мкм/с. Таким образом, клетки спинального ганглия 
характеризуются большей оптической однород-
ностью по сравнению с клетками СНО. Измерены 
значения максимальной скорости манипулирования 
шванновскими клетками при различных интенсив-
ностях лазерного излучения оптического пинцета.

Выполненные эксперименты показали, что при 
проведении прецизионного ориентирования кле-
ток в пространстве и относительно друг друга при 
решении тех или иных задач клеточной хирургии 
требуется учитывать, что внутриклеточные опти-
ческие неоднородности могут попадать в область 
оптиче ской ловушки. В результате этого изменяется 
максимальная скорость манипулирования клеткой 
и ориентация клетки относительно оптической ло-
вушки.
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