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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время во многих лабораториях
мира ведутся работы по использованию оптичес�
ких манипуляторов в различных биологических
задачах, в том числе для деформации биологи�
ческих объектов и исследованию на основе этих
экспериментов их механических свойств. Очень
часто объектом таких исследований выступают
эритроциты. Это обусловлено несколькими при�
чинами. С одной стороны, эритроциты легко де�
формируются, и эти деформации являются лег�
ко обратимыми. Именно эта способность эрит�
роцитов позволяет им проникать в капилляры,
диаметр которых значительно меньше диаметра
самой клетки. Плотный контакт между стенка�
ми капилляра и мембраной эритроцита облегча�
ет газообмен кислорода и углекислого газа, что
способствует полноценному обеспечению орга�
низма кислородом.

С другой стороны, контроль степени эластич�
ности эритроцитов имеет большую диагности�
ческую значимость. Это связано с высокой чув�
ствительностью эритроцитов к любым патоло�

гическим изменениям при многих заболеваниях.
При этом структурно�функциональная органи�
зация эритроцитов в значительной степени оп�
ределяется показателями жесткости и эластич�
ности мембраны и состоянием адгезивных бел�
ков на ее поверхности [1].

Несмотря на широкое распространение в кли�
нической практике различных способов опреде�
ления деформируемости эритроцитов [2]: мето�
да фильтрации, микропипеточного метода, мето�
да центрифугирования и других, они не лишены
ряда недостатков, связанных с трудоемкостью
измерений, необходимостью использования боль�
ших объемов крови и т.д. Представляет практи�
ческую ценность проводить измерения деформи�
руемости эритроцитов, используя малые объемы
крови (порядка нескольких пиколитров), а так�
же сократить время на предварительную подго�
товку исследуемых образцов. Кроме того, актуаль�
ной остается задача исследования изменения де�
формируемости эритроцитов на различные
воздействия. Активно развивающимися метода�
ми, направленными на решение этих задач, явля�
ются дифрактометрия (эктацитометрия) [3�5] и
использование оптических пинцетов.

Экспериментам по растяжению, сжатию и
вращению эритроцитов и измерению их харак�
теристик (например, модуля Юнга и модуля
сдвига, эластичности мембран и др.) с помощью
оптических пинцетов посвящено большое коли�
чество работ [6�9 и ссылки в них]. При этом ис�
пользуются как двухпучковые [8 и ссылки в ней],
так и однопучковые ловушки [9 и ссылки]. В
двухпучковых ловушках для растяжения клеток
и деформации нитевидных структур использу�
ются два слаборасходящихся лазерных пучка,
распространяющихся строго навстречу друг дру�

Коробцов Александр Викторович, инженер.
E�mail: korobtsov@fian.smr.ru
Котова Светлана Павловна, кандидат физико�метема�
тических наук, заведующая лабораторией.
E�mail: kotova@fian.smr.ru.
Лосевский Николай Николаевич, научный сотрудник.
E�mail: losevsky@fian.smr.ru
Майорова Александра Михайловна, кандидат физико�
метематических наук, старший научный сотрудник.
E�mail: alexandramay@mail.ru
Кленов Роман Олегович, аспирант.
E�mail:  rklenov@yandex.ru
Кленова Наталья Анатольевна, доктор биологических
наук, профессор. E�mail: kln.ssu@rambler.ru

УДК 57.087 : 57.086.866

ПРИМЕНЕНИЕ  ЛАЗЕРНОГО  ПИНЦЕТА
ДЛЯ  ИЗУЧЕНИЯ  МЕХАНИЧЕСКИХ  СВОЙСТВ  ЭРИТРОЦИТОВ

© 2009 А.В. Коробцов1, С.П. Котова1, Н.Н. Лосевский1, А.М. Майорова1,
Р.О. Кленов2, Н.А. Кленова2

1 Самарский филиал Физического института им. П.Н. Лебедева РАН
2 Самарский государственный университет

Поступила в редакцию 30.12.2008

В работе предлагается оригинальный и эффективный способ растяжения эритроцита с помощью мно�
гопучковой ловушки, сформированной дифракционной решеткой, посредством ее перемещения. Оп�
ределение жесткости эритроцита осуществляется как с помощью такой ловушки, так и с помощью од�
нопучковой (классического оптического пинцета). Проводится сравнительный анализ двух методик и
сопоставление полученных данных с данными, полученными методом фильтруемости. Показана эф�
фективность предлагаемых методик для определения жесткости эритроцитарной мембраны.

Ключевые слова: лазерный пинцет, деформация эритроцитов, дифракционная решетка.



77

Физика и электроника

гу из одномодовых волокон. Однопучковые ло�
вушки формируются за счет фокусировки све�
тового поля объективом с высокой числовой
апертурой (NA=0.65). Для различных деформа�
ций клеточных структур, в том числе растяже�
ния и сжатия, также используются массивы ла�
зерных ловушек [10�14]. Массивы ловушек по�
лучают с помощью различных устройств,
способных разделять пучок, выходящий из ла�
зера, на несколько отдельных пучков: жидкокри�
сталлических модуляторов света [11, 12], акус�
тооптических дефлекторов [13, 14], геометрооп�
тических систем. Однако для управления
положением ловушек, сформированных посред�
ством перечисленных устройств, необходимо
либо специальное программное обеспечение,
либо достаточно сложные механические системы
управления. В настоящей работе предлагается
оригинальный и эффективный способ растяже�
ния эритроцита с помощью многопучковой ло�
вушки, сформированной дифракционной решет�
кой, посредством ее перемещения. Определение
жесткости эритроцита осуществляется как с по�
мощью такой ловушки, так  и с помощью одно�
пучковой (классического оптического пинцета).
Проводится сравнительный анализ двух методик.

1. МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА

1.1. Экспериментальная установка
для лазерного манипулирования

На рис. 1 представлена схема эксперимен�
тальной установки для лазерного манипулиро�
вания. Она включала в себя волоконный лазер с
длиной волны излучения 1,08 мкм и максималь�
ной выходной мощностью 3 Вт. Выбранная дли�
на волны позволяла попасть в полосу прозрач�
ности эритроцитов и минимизировать негатив�
ное воздействие излучения на объект. Пучок от
лазера проходил через коллиматор и направлял�
ся в 40x объектив микроскопа МИН�8. Для фор�
мирования многопучковой ловушки нами пред�
ложено использовать дифракционную решетку,
установленную между согласующей линзой и ее

выходной фокальной плоскостью. Такая схема
позволяет посредством перемещения дифракци�
онной решетки вдоль оптической оси системы
изменять расстояние между ловушками.

В кювету помещалась суспензия эритроци�
тов, ресуспендированная в 0,9% хлористом на�
трии в отношении 1:100. Эксперименты прово�
дились при комнатной температуре. Результаты
экспериментов записывались на ПЗС камеру,
подключенную к компьютеру. Эксперименты по
деформированию проводились на двух группах
эритроцитов, заведомо отличающихся друг от
друга по возрасту. Одна группа находилась на
ранней стадии жизни, другая – на заключитель�
ной. Продолжительность жизни эритроцитов
составляет 110�120 дней, известно, что в течение
жизни жесткость их оболочки возрастает в не�
сколько раз [15]. Методика приготовления об�
разцов описана ниже.

Перед началом эксперимента по деформиро�
ванию эритроцитов была проведена калибровка
оптической ловушки с использованием метода
отрывных сил [16]. Суть метода состоит в том,
что микрообъект захватывается в ловушку, и на�
чинается перемещение столика микроскопа. Пе�
ремещение микрообъекта в жидкости приводит
к появлению сил вязкого трения

F β υ= ⋅ ,                                (1)
 где в –  коэффициент вязкого трения для сфе�
рической частицы, u – скорость перемещения
частицы в среде. В случае, когда сферическая
частица расположена вблизи стенки, коэффици�
ент в описывается законом Факсена [17]:
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,  (2)

где η  � вязкость жидкости (η = 0,0013 Па*с), r –
радиус частицы (r=3,6 мкм), h – расстояние от
центра частицы до стенки (h = 4,5 мкм).

Как только сила вязкого трения сравняется
с отрывной силой ловушки, происходит потеря
ловушкой микрообъекта. Скорость перемещения
частицы измерялась экспериментально. Таким
образом была получена зависимость сил опти�
ческой ловушки от мощности светового пучка.

1.2. Методика приготовления эритроцитов

Для исследований были использованы образ�
цы свежей донорской крови из локтевой вены
человека, предоставленных Самарской област�
ной станцией переливания крови. Образцы кро�
ви подвергали методу отмывки и сепарации на
возрастные фракции с использованием метода
дифференциального центрифугирования [18].
Фракции молодых и старых клеток помещали вРис. 1. Схема экспериментальной установки

!
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раствор Рингера�Локка в отношении 1:1.
Поскольку известно, что молодые клетки об�

ладают высокой способностью к деформации и
для них характерно окисление до 75% глюкозы по
пентозофосфатному пути [1], то дополнительно
возраст клеток подтверждали, определяя дефор�
мируемость клеток с помощью метода фильтруе�
мости [19], а также определяя активность глюко�
зо�6�фосфатдегидрогеназы по методу Конберга
[20]. Для определения индекса фильтруемости
использовали фильтры фирмы Filtrak с величи�
ной пор 3�6 мкм. Активность фермента опреде�
ляли с помощью наборов фирмы Boeringer
Mainhaim (ФРГ). При этом исследования прово�
дились при комнатной температуре (как указано
в стандартной методике) и при 370С, приближа�
ясь к физиологическим условиям действия фер�
мента в клетке. Результаты отражены в табл.1.

Индекс фильтруемости во фракции старых кле�
ток отличался у большинства клеток в два раза, ак�
тивность глюкозо�6�фосфатдегидрогеназы была
ниже на 26�27%, что свидетельствовало о качествен�
ном разделении исходной популяции эритроцитов
на фракцию, содержащую преимущественно моло�
дые и преимущественно старые клетки.

2. ПРОВЕДЕНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТОВ
ПО ДЕФОРМИРОВАНИЮ
ЭРИТРОЦИТОВ

Эксперименты по деформации проводились
двумя способами: многопучковой ловушкой,

сформированной дифракционной решеткой, и
однопучковой ловушкой.

Суть первого способа состоит в следующем.
В фокальной плоскости микроскопа с помощью
дифракционной решетки формировался набор
световых пятен. Эритроцит захватывался в два
соседних максимума (пучка) дифракционной ре�
шетки, причем расстояние между максимумами
подбиралось такое, чтобы они приходились на
края эритроцита. Под воздействием градиентных
сил каждого из пучков эритроцит растягивался в
соответствии с приложенными к нему силами.
Диаметр перетяжки пучка составлял ~2 мкм. Из�
меренная мощность пучков составила 55 мВт (1�
ый порядок) и 180 мВт (0�ой порядок), что соот�
ветствует силам ~13 пН и ~39 пН соответствен�
но. Размер эритроцита определялся по его
теневому контуру [8]. Первоначальные размеры
эритроцитов составляли от 6,2 мкм до 8,1 мкм.
Иллюстрация эксперимента приведена на рис. 2.

Эксперименты были проведены с 24�я эрит�
роцитами каждой фракции. Жесткость оболочки
вычислялась по закону Гука. Усредненные значе�
ния жесткости оболочки эритроцитов с учетом
погрешности измерений приведены в табл. 2.

Во втором методе лазерный пучок заводил�
ся в микроскоп без дифракционной решетки, та�
ким образом в фокальной плоскости микроско�
па формировалось одиночное пятно. В суспен�
зию с эритроцитами были помещены сферы
латекса диаметром 6,1 мкм. Полученная смесь
выдерживалась при температуре (t= 250С) 30

* Указано количество фракций, выделенных из крови разных доноров
**Е  – международная единица активности ферментов
***достоверность различий Р<0,01

Таблица 1. Индекс фильтруемости и активность глюкозо�6�фосфатдегидрогеназы
 молодых и старых эритроцитов человека

Фракция 
эритроцитов 

Индекс
фильтруемости, %, 
n=15* 

Активность глюкозо-6-
фосфат-дегидрогеназы, 

Е**/эрит. в мл гемолизата, 
250С 
n= 7* 

Активность глюкозо-6-
фосфат-дегидрогеназы, 

Е**/эрит. в мл гемолизата, 
370С 

Молодые клетки 83,2±5,0*** 1,278±0,032*** 2,830±0,142*** 
Старые клетки 41,0±0,5 0,940±0,051 2,056±0,115 

Рис. 2. Иллюстрация эксперимента по деформированию эритроцита
при помощи многопучковой ловушки
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мин, а затем помещалась на предметный столик
микроскопа для экспериментов. Было обнаруже�
но, что часть эритроцитов приклеилось к сферам
латекса, а сферы латекса приклеились к подлож�
ке. Такие эритроциты захватывались оптической
ловушкой и производилось перемещение пред�
метного столика. В результате оболочка эритро�
цитов начинала деформироваться. Иллюстрация
эксперимента приведена на рис. 3.

Измерения деформации выполнялось для
двух значений мощности 170 мВт и 360 мВт, что
соответствует силам ~40 пН и ~85 пН соответ�
ственно. Погрешность значений полученных сил
не превышает 10%. Эксперименты были прове�
дены с 11�ю эритроцитами каждой фракции. Ус�
редненные значения жесткости оболочки эрит�
роцитов с учетом погрешности измерений при�
ведены в табл. 3.

Сравнительный анализ табл. 2 и 3 показывает,
что жесткость оболочки для молодых и старых
эритроцитов отличается практически в два раза
(отношение жесткостей равно 1,9 – для многопуч�
ковой ловушки, 2,2 – для однопучковой), что со�
гласуется с результатами, полученными с помощью

метода фильтруемости (см. табл. 1, 2�й столбец).
Средние значения жесткости, определенные мето�
дами однопучковой и многопучковой ловушек,
совпадают в пределах ошибок измерений. Одна�
ко, для многопучковой ловушки, а также однопуч�
ковой при меньшем значении мощности светово�
го пучка (170 мВт) происходит перекрытие дове�
рительных интервалов для значений жесткости
молодых и старых клеток. Это обусловлено, в пер�
вую очередь, большой инструментальной погреш�
ностью измерений размеров эритроцитов, опреде�
ляемой разрешением оптической системы исполь�
зуемого микроскопа. Другой причиной, на наш
взгляд, является недостаточная величина силы,
приложенной к деформируемому эритроциту для
указанных случаев. Увеличение мощности захва�
тывающих пучков будет способствовать уменьше�
нию погрешности, о чем свидетельствует случай
однопучковой ловушки при мощности 360 мВт. В
этом случае жесткость оболочки эритроцитов оп�
ределена с погрешностью 19 – 24 % без перекры�
тия доверительных интервалов.

Также следует отметить, что точность опре�
деления жесткости методом многопучковой ло�

Таблица 2. Определение деформируемости и жесткости эритроцитов разного возраста
с помощью многопучковой ловушки

Фракции 
эритроцитов 

Мощность
пучка, мВт 

Сила захвата,
пН 

Изменение
длины, мкм 

Деформация, % Жесткость
оболочки, 
мкН/м 

δ, % 

Молодые 
клетки 

 
235 

 
52±3 

1,1±0,2 16 48±11 23

Старые 
клетки 

0,6±0,2 9 90±37 41

Рис. 3. Иллюстрация эксперимента по деформированию эритроцитов
при помощи однопучковой ловушки

Таблица 3. Определение деформируемости и жесткости эритроцитов разного возраста
с помощью однопучковой ловушки

 

Фракции 
эритроцитов 

Мощность
пучка, мВт 

Сила захвата,
пН 

Изменение
длины, мкм 

Деформация, % Жесткость 
оболочки, 
мкН/м 

δ, % 

Молодые 
клетки 

170 40±3 1,1±0,2 16 35±8 23
360 85±6 2,7±0,5 38 32±6 19

Старые 
клетки 

170 40±3 0,7±0,2 11 56±19 34
360 85±6 1,2±0,3 18 70±17 24
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вушки может быть повышена за счет использо�
вания прикрепленных к эритроциту прозрачных
микросфер. В этом случае с большей точностью
могут быть определены силы захвата, с одной
стороны, а, с другой, увеличены их значения за
счет большего показателя преломления микро�
сфер (например, показатель преломления для
латекса равен 1,53, а для эритроцита – 1,407).

В экспериментах с однопучковой ловушкой
наблюдалось интересное явление. А именно, при
помещении эритроцита между двумя латексны�
ми микросферами и действии оптического пин�
цета непосредственно на латекс, происходило
прилипание к нему углеводной части гликопро�
теидов и ее растяжение (рис. 4). После прекра�
щения действия силы эритроцит возвращался в
первоначальное положение. Нам не встречалось
описание подобного явления в литературе. Та�
ким образом, можно надеяться, что описанный
метод будет эффективен для изучения состояния
адгезивных белков эритроцитарной мембраны
(вероятно, гликофоринов).

Расчет эластичности углеводного остатка
гликофоринов может характеризовать способ�
ность эритроцитов к прилипанию к сосудистой
стенке и силу адгезии, что является очень важ�
ным в патогенезе многих сосудистых заболева�
ний (воспалительные процессы, геморрагичес�
кий васкулит, тромбофлебит и др.).

3. ВЫВОДЫ

В работе исследованы два метода определе�
ния жесткости мембраны эритроцитов на осно�
ве техники оптического захвата: с использовани�
ем многопучковой ловушки, сформированной с
помощью дифракционной решетки, и однопуч�
ковой ловушки. Получено, что жесткость обо�
лочки для молодых и старых эритроцитов отли�
чается практически в два раза, что согласуется с

дополнительно проведенными исследованиями
по определению индекса фильтруемости.

Методы не требовательны к чистоте (выде�
ление групп однородных по размеру, возрасту и
т.д.) приготовления образцов. При этом метод с
использованием многопучковой ловушки менее
требователен к качеству приготовленных образ�
цов, однако он более ограничен с точки зрения
энергетической эффективности, поскольку в
нужные порядки дифракции идет не более 60%
энергии лазерного излучения, что приводит к
большей погрешности измерений (23 – 41%) по
сравнению с методом однопучковой ловушки (19
– 24 %). Стоит отметить, что для проведения эк�
спериментов достаточно несколько пиколитров
крови. Проанализированы источники ошибок и
пути увеличения точности.

Наблюдаемое в ряде экспериментов явление
растяжения углеводной части гликопротеидов
позволяет надеяться на возможность эффектив�
ного использования оптического пинцета для
изучения состояния адгезивных белков эритро�
цитарной мембраны.

Авторы выражают благодарность сотруд�
никам Самарской областной станции перели�
вания крови за предоставление образцов до�
норской крови для проведения исследований.
Работа выполнена в рамках бюджетной темы
№ 01200805602 при частичной финансовой под�
держке РФФИ (проект № 07�02�01280�а) и при
поддержке УНК ФИАН.
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APPLICATION  OF  THE LAZER  TWEEZERS  FOR STUDY
OF MECHANICAL  PROPERTIES  OF  ERYTHROCYTES
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In this work an original and effective way is offered for the erythrocyte stretching with a multibeam trap
generated by a diffraction grating, by means of its moving. The rigidity of erythrocytes is evaluated both by
means of the trap, and with a single�beam trap (standard optical tweezers). A comparative analysis of the two
techniques and a comparison of the received data to those obtained by the filterability method are carried out.
The efficiency of the techniques offered for the definition of the erythrocytes membranes rigidity is shown.
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