
ISSN 0868–5886                                            НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2004, том 14, № 1, c. 10–17

 ОБЗОРЫ

10

УДК 681: 57.086.15

 П. Б. Крайкивский, Л. Н. Галль

ОПТИЧЕСКИЕ  ТВИЗЕРЫ — НОВЫЙ МЕТОД
ИССЛЕДОВАНИЙ  В  БИОЛОГИИ

Оптические твизеры используются для измерения небольших значений сил и перемещений движущихся объектов. Оп-
тические твизеры могут быть использованы в биологии для манипулирования клетками, органеллами, биомолекулами,
при этом манипулирование не приводит к видимым повреждениям объектов. В этой работе представлен обзор развития
техники лазерных твизеров и их различных применений в биологии.

ВВЕДЕНИЕ

Межмолекулярные силы определяют не только
физические свойства твердых тел, жидкостей, га-
зов, но также играют важную роль в самооргани-
зации биологических объектов [1]. Природу био-
молекулярных взаимодействий, участвующих в
организации живых организмов, определяет набор
слабых, нековалентных межмолекулярных сил [2].
Так, динамику цитоскелета клетки, а следователь-
но, и изменения формы, ориентации и направле-
ния движения клетки можно описать, если извест-
ны все межмолекулярные силы. Знание сил, воз-
никающих между молекулами и биомолекуляр-
ными образованиями в клетке, позволяет раскрыть
природу таких процессов, как деление, изменение
формы и ориентации, рост, передвижение, самоор-
ганизация клетки, процессов транскрипции
и трансляции ДНК, а также процессов, связанных
с переносом органелл и молекул внутри клетки.
В настоящее время активно разрабатываются ди-
намические методы для определения межмолеку-
лярных взаимодействий. Так, с помощью атомно-
силовой спектроскопии [3], оптического твизера
[4], микроигл [5] за последние десятилетия прове-
ден ряд уникальных работ по определению меж-
молекулярных сил.

В этом обзоре будут рассмотрены возможно-
сти, преимущества,  а также устройство, принцип
работы и методы калибровки оптического твизера.
Оптический твизер позволяет не только получать
количественные и качественные характеристики
межмолекулярных взаимодействий описанных вы-
ше процессов, но и управлять этими процессами.

Оптическое манипулирование микронными
и субмикронными частицами и даже отдельными
атомами стало возможным с 1970 г., когда впер-
вые был проведен такого рода эксперимент [6]. Но
применение оптических методов для исследования
биологических объектов началось лишь в 1987 г.
[7]. Оптические твизеры использовались в экспе-
риментах с бактериями, вирусами, клетками [8, 9],

органеллами [10] и ДНК [11]. С помощью оптиче-
ского твизера можно изучать межклеточные взаи-
модействия, взаимодействия типа клетка—по-
верхность, антиген—антитело, рецептор—лиганд
[12, 13].

В работе [14] авторы используют твизер в ком-
бинации с импульсным лазером, который выпол-
няет функции скальпеля и используется для разде-
ления клеток и их органелл. Так, в [14] с помощью
ультрафиолетового лазера разделяются участки
хромосом с целью последующего манипулирова-
ния  отдельными генами. В комбинации с оптиче-
ским скальпелем твизер также используется для
изучения слияния клеток. Оптическим скальпелем
удаляются части внешних стенок двух клеток, и с
помощью твизера осуществляется их контакт [15].
Использование твизера в комбинации с оптиче-
ским скальпелем для манипулирования хромосо-
мами во время деления клетки позволяет получить
дополнительную информацию о процессах митоза
[16].

Одним из важных преимуществ оптических
твизеров является то, что они позволяют изучать
биомеханическую природу отдельных молекуляр-
ных моторов. Так,  в эукориотической клетке дви-
жение и перенос молекул осуществляются не
только посредством диффузионных механизмов,
но и  с помощью специальных молекул. Специ-
альные белки двигаются по нитям и трубочкам,
которые составляют цитоскелет клетки, доставляя
прикрепленные к ним молекулы и транспортные
пузырьки к различным частям клетки. Эти специ-
альные белки называются "белки-переносчики".
Мембрана практически непроницаема для поляр-
ных веществ и крупных молекул без белков-пере-
носчиков, поэтому их роль в процессах обмена
веществ между клетками и органеллами внутри
клетки трудно переоценить. Изучение таких бел-
ков-переносчиков также возможно благодаря оп-
тическим твизерам. Один из первых эксперимен-
тов был направлен на изучение вращательных мо-
торов,  участвующих  в  механических  движениях
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Рис. 1. Схема эксперимента по изучению взаимодей-
ствия молекулярного мотора — молекулы кинезина с
микротрубочкой. Молекула кинезина, закрепленная на
сферической частице, которая может быть захвачена в
оптическую ловушку, с помощью твизера помещается
на микротрубочке, где она активируется АТФ. ∆х —
смещение сферической частицы относительно центра
оптической ловушки. Было показано, что молекула
кинезина создает силы в пределах   5–7 пН и передви-
гается с шагом 8 нм [17, 18]

Рис. 2. Закрепленная рецептор-лигандной связью
с поверхностью РНК-полимераза транскрибирует
ДНК, при этом происходит уменьшение длины
цепочки ДНК LДНК. В этом эксперименте с ис-
пользованием оптического твизера было показа-
но [20], что РНК-полимераза при транскрипции
воздействует на ДНК с силой 21–27 пН

Рис. 3. Схема эксперимента [21], в котором оп-
ределяются минимальное и максимальное зна-
чения сил, при которых белок, в данном экспе-
рименте титин, принимает развернутую и свер-
нутую формы

Рис. 4. Cхематическое изображение эксперимен-
та по определению коэффициента вязкости ис-
кусственной мембраны, состоящей из двух ли-
пидных слоев [22]. Расстояние между сфериче-
ской частицей и оптической ловушкой сокраща-
ется по экспоненциальному закону от времени, в
аргумент экспоненты входит коэффициент вяз-
кости мембраны

бактерий [9]. Механическое взаимодействие моле-
кулярных моторов с клеточными микротрубочка-
ми и филаментами генерирует силы, ответствен-
ные за движение клетки, сокращение мышечной
ткани, передвижение органелл внутри клетки.
В работах [17, 18] изучается взаимодействие мо-
лекулярного мотора — молекулы кинезина —
 с микротрубочкой при наличии АТФ. В этих ра-
ботах кинезин, закрепленный на сферической час-

тице, которая может быть захвачена в оптическую
ловушку, с помощью твизера помещается на мик-
ротрубочке, где он активируется АТФ. Схематиче-
ски эксперимент изображен на рис. 1. Было пока-
зано, что молекула кинезина создает силы в пре-
делах   5–7 пН и передвигается с шагом 8 нм. Ис-
пользуя подобные методы, Ашкин в работе  [19]
измерил силу, создаваемую несколькими молеку-
лярными моторами — молекулами динеина, за-
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крепленными на митохондриях и двигающимися
вдоль микротрубочки. Основные усилия были
и остаются направленными на изучение линейных
двигательных белков, которые двигаются вдоль
полимера. Например, РНК-полимераза — молеку-
лярный мотор, участвующий в транскрипции
ДНК. В работе  [20] авторы показали, что РНК-
полимераза при транскрипции воздействует на
ДНК с силой 21–27 пН (см. рис. 2).

Oптические твизеры используются не только
для исследования межмолекулярных сил, но также
для изучения эластических свойств отдельных по-
лимеров и белков, сворачивания—разворачивания
белка, вязких свойств мембран [21, 22]. В работе
[21] изучаются процессы сворачивания—развора-
чивания белка титина, в этом эксперименте были
найдены значения сил, при которых белок сохра-
няет свернутую форму или разворачивается. Схе-
ма этого эксперимента показана на рис. 3. В экс-
перименте, показанном на рис. 4, определяется ко-
эффициент вязкости искусственной мембраны, со-
стоящей из двух липидных слоев [22].

ПРИНЦИП ДЕЙСТВИЯ ОПТИЧЕСКОГО
ТВИЗЕРА

Оптические твизеры позволяют создавать силы

в диапазоне  0.01–200 пН, что дает возможность
манипулировать частицами микронного и субмик-
ронного размеров. Принцип  действия оптического
твизера основан на световом давлении. Абсорби-
руясь или рассеиваясь на частицах, свет передает
импульс от фотона к частице. Сила может возни-
кать в результате преломления луча — градиент-
ная сила Fград., действующая в направлении интен-
сивности света. Так же в результате  рассеяния
света на частице возникает сила Fрас., пропорцио-
нальная интенсивности света и действующая в на-
правлении распространения света (рис. 5, а). В ре-
зультате действия этих сил частица может совер-
шать движение или находиться в покое. В случае,
когда частица находится в покое, под действием
светового пучка образуется потенциальная яма,
в которой находится частица; эта  потенциальная
яма называется оптической ловушкой. Для удер-
жания частицы в оптической ловушке необходи-
мо, чтобы величина градиентной силы превышала
величину силы, создаваемой рассеянием света.
В противном случае частица будет двигаться в на-
правлении от источника света вдоль оптического
пути. Одно из преимуществ оптического твизера
над другими методами — это степень контроля
величины создаваемой силы. Величина силы мо-
жет изменяться в широком диапазоне, определяе-
мом изменением мощности лазера.

а б

Рис. 5. Геометрия распространения лучей через  сферическую частицу и направления возникающих
сил.  а: Fград., Fрас. — градиентная и рассеивающая силы; Fа, Fb — силы, возникающие вследствие про-
хождения лучей а и b. б: в данной геометрии суммарная сила F действует в направлении фокуса f [4]
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Оптическая сила F, возникающая вследствие
светового давления, приложенного к диэлектриче-
ской частице, находящейся в фокусе светового
пучка, может быть определена, если известны
мощность светового пучка Р, коэффициент пре-
ломления среды nср и безразмерный коэффициент
полезного действия  Q.

c
Pn

QF cp= ,                                       (1)

где  с = 2998·108 м/с — скорость света в вакууме.
Коэффициент Q определяет долю "полезной"

мощности и зависит от численной апертуры объ-
ектива, длины волны света, поляризации света,
структуры мод лазера, относительного коэффици-
ента преломления и геометрии частицы, к которой
приложена световая сила [17].  В работе [23] при-
водится расчет потерь мощности вследствие на-
грева частицы и окружающей частицу жидкости.
В теоретических моделях, которые описывают си-
лы, создаваемые оптическим твизером, рассматри-
ваются диэлектрические частицы сферической
формы, такие как микросферы из полистирола или
латекса [17, 24]. Так как влияние оптической силы
находится в зависимости от формы частицы, то
приложение таких теоретических моделей к био-
логическим объектам, например клетке, форма ко-
торых значительно отклоняется от сферической,
может привести к неточным результатам. Таким
образом, для нахождения сил, определяющих
взаимодействие биологических систем, необходи-
мо проводить эмпирические исследования. Без-
размерный коэффициент Q может быть определен
различными калибровочными методами [17, 25,
26]. Тем не менее всегда существует возможность
усовершенствования теоретических моделей [17].
Все доступные теоретические модели включают
зависимость исследуемой частицы от ее размера.
Для описания случая, когда размер диэлектриче-
ской частицы больше, чем длина волны лазера,
используются геометрическая оптика и корпуску-
лярная теория света. Представление луча света как
потока частиц, фотонов позволяет использовать
закон сохранения импульса для описания сил, дей-
ствующих на частицу. Таким образом, фотон —
частица с энергией Е и импульсом p, направление
которого совпадает с направлением распростране-
ния света, взаимодействуя с диэлектрической час-
тицей, передает ей часть импульса. Импульс
и энергия фотона определяются длиной волны,
или частотой света ν:

νhE = ,  
c
Ep = ,                            (2)

где h = 6.6256 ±  0.0005·10–34 Дж·с — константа
Планка.

Изменение импульса фотона происходит вслед-
ствие отражения и преломления света на поверх-
ности диэлектрической частицы, коэффициент
преломления которой больше, чем коэффициент
преломления окружающей частицу среды. Закон
сохранения импульса требует, чтобы изменение
импульса фотона было равно и противоположно
по знаку изменению импульса частицы. Кроме то-
го, второй закон Ньютона устанавливает прямую
зависимость между скоростью изменения импуль-
са и силой. Таким образом, результирующая сила
от преломленного луча света действует в направ-
лении увеличения интенсивности света, то есть
направлена к фокусу пучка, тогда как сила, возни-
кающая вследствие отражения света, действует
в направлении распространения света [17, 24].
Рассмотрение пучка света, состоящего из индиви-
дуальных лучей, позволяет определить силу F как
векторную сумму сил преломленных лучей, при
этом оптическая ловушка образуется в фокусе
этих лучей в фокальной точке f. Под воздействием
преломленных лучей смещение диэлектрической
сферической частицы происходит в направлении
фокуса. Так, на рис. 5, б суммарная сила, дейст-
вующая на сферическую частицу, образована
суммой сил  от двух лучей (a и b). Возникающие
силы от преломленных лучей a и b действуют
в направлении изменения импульсов, суммарная
сила направлена в сторону фокуса f.

Предположим, что одиночный луч мощностью
Р действует под углом θ к нормали частицы и,
следовательно, действует с импульсом nсрP/c,
nср — коэффициент преломления среды [24]. Сум-
марная оптическая сила, действующая на сферу,
является суммой сил отдельных  лучей PR и бес-
конечного числа преломленных лучей, которые
уменьшили мощность, PT2, PT2R, PT2Rn,..., где ве-
личины R и T — коэффициенты отражения и пре-
ломления на поверхности. Итоговая оптическая
сила включает в себя градиентную силу и силу,
возникающую вследствие рассеяния света на час-
тице [24].

[ ] ,
2cos21

2cos)22cos(2cos1 2

2
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             (4)

где θ — угол падения луча; ϕ — угол преломле-
ния; R — коэффициент отражения, который опре-
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деляется отношением мощности отраженного луча
к мощности падающего луча; Т — коэффициент
преломления, или отношение мощности прелом-
ленного к мощности падающего луча.

Абсолютная величина суммарной силы, дейст-
вующей на сферическую диэлектрическую части-
цу, выражается следующей формулой:

2/12
град.

2
рас. )( FFF += .                           (5)

УСТРОЙСТВО ОПТИЧЕСКОГО ТВИЗЕРА

В этом разделе будет рассмотрено несколько
различных вариантов оптического твизера. Тради-
ционно все оптические твизеры в основе своей ба-
зируются на модели, предложенной [27]. Однако
обычно в установку вводятся дополнительные
элементы, которые повышают удобство эксплуа-
тации. Так, с помощью пьезоэлектрической плат-
формы, на которой закрепляется образец, стано-
вится возможным управлять оптической ловушкой
вдоль x, y, z осей координат, при этом позицион-
но-чувствительный детектор позволяет опреде-
лить смещение частицы относительно центра оп-
тической ловушки. Также с помощью дополни-
тельных технических решений возможна органи-
зация нескольких оптических ловушек, что пред-
ставляет интерес в экспериментах с изучением пе-
рехода частицы из одной потенциальной ямы оп-
тической ловушки в другую. Так, в качестве тех-
нического решения, которое позволит увеличить
число оптических ловушек, может быть выбран
простой, но дорогостоящий способ — это увели-
чение числа источников света. Альтернативным
вариантом является установка с одним источни-
ком света, в которой дополнительно установлены
разделители луча, расщепляющие луч на две ком-
поненты. Такая система представляет собой опти-
ческий твизер с двумя управляемыми оптически-
ми ловушками [28].

Акустооптический модулятор может быть так-
же использован для создания твизера с одним ис-
точником света, но с несколькими оптическими
ловушками [26, 29]. В таком случае луч света от
источника распределяется во времени между раз-
личными позициями в плоскости образца. При
этом свет должен проходить достаточно быстро
между позициями, создавая индивидуальные оп-
тические ловушки [26]. Оптические твизеры могут
использоваться в комбинации с другими экспери-
ментальными методиками, например флуорес-
центной микроскопией [30], атомно-силовой мик-
роскопией [31].

Для изучения биологических объектов чаще
всего является достаточным использование тви-
зера с одной оптической ловушкой. Например,
изучение взаимодействий молекулярных моторов

с филаментами [20] клеток и органелл [7, 8, 10],
ДНК [11], взаимодействия рецептор—лиганд [12,
13]. Таким образом, основным требованием к оп-
тическому твизеру является наличие оптической
ловушки, образованной плотно сфокусированным
лазерным лучом, и возможности управления ло-
вушкой в направлениях координатных осей x, y, z.

Для того чтобы создать эффективную трехраз-
мерную оптическую ловушку, необходимо нали-
чие резкого градиента интенсивности. Так, иссле-
дуемая диэлектрическая частица будет находиться
в пределах оптической ловушки, только если ве-
личина градиентной силы будет больше, чем сила,
возникающая вследствие рассеяния света на час-
тице. Такой градиент интенсивности достигается
с использованием объектива с большой численной
апертурой в диапазоне 1.00–1.40 (что соответству-
ет углам выше 140°) [24].

На рис. 6 показаны варианты оптических тви-
зеров, предложенных и описываемых в [26, 32].
В системе по [32] используются телескопические
линзы для расширения лазерного луча, что необ-
ходимо для переполнения "зрачка" объектива. Пе-
ремещение оптического фокуса в плоскости об-
разца происходит благодаря наличию пьезоэлек-
трической панели, на которой закреплен образец.
В работе [26] диаметр луча увеличивается с по-
мощью микрообъектива и используются 1:1 теле-
скопы для управления оптической ловушкой в x,
y, z направлениях. Также в экспериментальную
установку были введены два разделителя луча для
создания управляемого твизера с двумя оптиче-
скими ловушками. Выбор длины волны лазера яв-
ляется важной задачей при конструировании тви-
зера, если предполагается использовать оптиче-
ский твизер для исследования биологических объ-
ектов. Например, необходимо брать во внимание
то, что такой биологический пигмент, как гемогло-
бин, абсорбирует свет в видимом диапазоне. Этот
эффект менее значим в диапазоне частот, близком
к инфракрасному, выше 800 нм. За пределами
800 нм свет абсорбируется водой в большей сте-
пени, чем биоматериалами [17]. В вышеописанных
твизерах в качестве источника света используется
Nd:YAG-лазер с длиной волны λ = 1064 нм.

КАЛИБРОВКА ТВИЗЕРА

Как правило, в экспериментах с применением
оптического твизера осуществляется захват  в оп-
тическую ловушку не самого объекта исследова-
ния, а частицы сферической формы, с которой хи-
мически связан исследуемый объект. Использова-
ние сферических частиц упрощает калибровку
твизера и визуализацию эксперимента. Исследуе-
мый  образец  представляет собой водный  раствор
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                                           а

                                          б

Рис. 6. Схематические изображения оптических твизеров.
а — твизер по [32]: 1 — лазер; 2 — телескоп, расширяющий луч; 3 — объектив; 4 — управляе-
мая, передвигающаяся в направлениях х, у, z панель, на которой закрепляется образец.
б — твизер по [26]: 1 — лазер; 2 — микрообъектив, расширяющий луч; 3 — разделители луча
для создания управляемого твизера с двумя оптическими ловушками; 4, 5 — 1:1 телескопы для
управления оптической ловушкой в х, у, z направлениях; 6 — объектив

с исследуемыми частицами, находящийся в пло-
ской прямоугольной замкнутой прозрачной емко-
сти. Емкость закрепляется на подвижной панели,
перемещение которой позволяет осуществить за-
хват частицы.

Для того чтобы узнать силу, с которой частица
удерживается в ловушке, необходимо откалибро-
вать твизер. Существует множество методов ка-
либровки, как правило, основанных на измерении
силы либо смещения частицы относительно цен-
тра ловушки [33]. Измерение смещения требует
наличия соответствующего датчика [26].

Наиболее простой и популярный метод калиб-

ровки — это измерение значения силы, при кото-
ром частица покидает оптическую ловушку. Ми-
нимальное значение этой силы называется крити-
ческой силой [17, 25, 26]. В этом методе калиб-
ровки к частице прикладывается сила, создаваемая
потоком жидкости. Сила, создаваемая оптической
ловушкой, действует в направлении, противопо-
ложном действию  гидродинамической силы. Гид-
родинамическая сила может быть создана пере-
мещением подвижной панели, на которой закреп-
лен образец, с заданной скоростью. Используя
уравнение Стокса для сферической частицы, силу
можно выразить следующей формулой [34]
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υπηrF 6= ,                                     (6)

где η  — вязкость жидкости, в которой находится
сферическая частица; r — радиус сферической
частицы; υ — скорость частицы. Для частицы
с диаметром 2 r = 1 мкм  в воде  6πηr = 8 ·10–9 кг/с
[33].

Таким образом, можно откалибровать твизер
для разных значений мощности лазера. Каждому
значению мощности соответствует определенное
значение силы, с которой частица удерживается
в ловушке. Приравнивая (1) и (6), можно найти
безразмерный коэффициент полезного действия  Q
для данного твизера. Калибровка оптического тви-
зера является весьма сложной и важной задачей.
Как было отмечено выше, существует много раз-
личных методов калибровки оптического твизера
[17, 25, 26], тем не менее идет постоянный поиск
новых, более совершенных методов калибровки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выше кратко был рассмотрен ряд задач, кото-
рые успешно решаются  при помощи оптического
твизера. Оптический твизер позволяет не только
решать многие исследовательские задачи, но мо-
жет быть также использован для управления био-
процессами и манипулирования биологическими
объектами. Для манипулирования биологическими
объектами оптический твизер может быть исполь-
зован в комбинации с оптическим скальпелем —
мощным импульсным лазером, который использу-
ется для разделения объектов. Оптический твизер
также используется в комбинации с другими спек-
троскопическими методами. Развитие этого ново-
го метода исследований, несомненно, позволит
решить множество исследовательских и приклад-
ных задач биологии.
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BIOLOGICAL  APPLICATIONS  OF  OPTICAL  TWEEZERS

P. B. Kraikivski,  L. N. Gall

Institute for Analytical Instrumentation RAS, Saint-Petersburg

Optical tweezers  are used to quantitatively measure small forces and displacement of moving objects. In
biological applications of optical trapping and manipulation, it is possible to remotely apply controlled forces to
living cells, internal parts of cells, and large biological molecules without detectable optical damage. This paper
reviews the early developments in the field leading to the use of optical tweezers in biology.


