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В статье представлены результаты отработки использования метода оптической ло-

вушки для оценки сил взаимодействия между двумя полистироловыми микросферами разно-

го диаметра. Микросферы большего диаметра  (3 мкм) были пассивно адгезированы к гори-

зонтальной поверхности, микросфера меньшего диаметра (1 мкм), находящаяся в  лазерном 

луче фиксированной мощности, выполняла роль статической фазы. Сближение микрообъек-

тов осуществлялось за счёт прецизионного смещения пьезостолика по направлению к нахо-

дящейся в луче микросфере. Основными результатами проведённых исследований является 

разработанный алгоритм реализации указанного метода, а также введение эмпирически 

обоснованного критерия физического контакта двух микросфер в фазе подведения. Метод 

предназначен для количественной оценки силы межмолекулярного взаимодействия в систе-

мах лиганд – рецептор, бактериофаг – рецептор, антиген – антитело и др. 

 

Ключевые слова: оптический пинцет, микросферы, квадрантный фотодетектор. 

 

В настоящее время для изучения свойств биологических объектов на 

микроуровне применяется несколько биофизических походов. Наиболее часто в 

этих целях используются метод магнитной ловушки, атомно-силовая микро-

скопия (АСМ) и метод оптической ловушки [1]. 

Использование первого метода, применительно к изучению молекул, 

ограничено возможностью неспецифической адгезии захваченной микросферы 

к исследуемой поверхности или к поверхности другой микросферы. 
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Кантилевер атомно-силового микроскопа обладает достаточно большой 

жёсткостью (10-105 пН∙нм-1) для работы в широком диапазоне определяемых 

сил – 10-104 пН. АСМ позволяет регистрировать значительное количество сил – 

10-104 пН. АСМ позволяет регистрировать значительное количество отрывов на 

относительно небольшой площади благодаря возможности автоматического 

сканирования. Несмотря на эти преимущества, АСМ не позволяет определять 

силы менее 10 пН.  

Оптическая ловушка представляет собой плотно сфокусированный лазер-

ный луч, с помощью которого возможно захватывать в сформированную опти-

ческую ловушку свободно диффундирующие в жидкой среде объекты, размер 

которых варьирует от нескольких микрометров до нескольких десятков нано-

метров. Жёсткость ловушки находится в диапазоне 0,005-1 пН∙нм-1, что позво-

ляет определять силы взаимодействия до 0,1 пН [1]. Этим обусловлена возмож-

ность использования оптического пинцета в микробиологических [2, 3], биофи-

зических [4–6] и молекулярно-биологических [7, 8] исследованиях. На рисунке 

1 представлена типовая схема оптического пинцета. 

 

Рис. 1. Принципиальная схема устройства оптического пинцета на основе  

лазерной ловушки 

 

Так как молекулы имеют слишком маленький размер для непосредствен-

ного захвата их в ловушку, обычно используют непрямую манипуляцию. Для 
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этого молекулы наносят на поверхность полистироловых микросфер, размер 

которых варьирует от 0,02 до 200 мкм. 

Если фокус лазерного луча располагается точно в центре микросферы, то, 

благодаря симметрии системы, свет выходит с другой стороны неизмененным. 

Если микросфера смещается в сторону от фокуса, то она отклоняет луч, прохо-

дящий через нее. Квадрантный фотодетектор (КвФД) позволяет оценить это от-

клонение количественно. Вследствие отклонения луча в сторону одна половина 

фотодиода собирает больше света, чем другая. Это приводит к изменению зна-

чений измеряемого напряжения, которое используется для определения поло-

жения частицы относительно центра лазерного луча. 

Целью данной работы являлась отработка метода изучения сил межмоле-

кулярных взаимодействий на модельной системе «микросфера - микросфера» с 

использованием оптического пинцета (JPK Nanotracker™ 1, Германия). 

В работе использовались полистироловые микросферы (Polysciences, Inc., 

США) двух размеров: малые и большие диаметром 1 и 3 мкм, соответственно. 

В чашку «Fluorodish» (Tokyo Boeke, Япония) добавляли 2,3 мл свежего фосфат-

ного буферного раствора (ФБР), затем равномерно распределяли в растворе 1 

мкл микросфер диаметром 3 мкм в концентрации 0,5% (вес/объем). Чашку ин-

кубировали при температуре +4°C в течение 18–24 ч для полного осаждения и 

закрепления микросфер на дне. После инкубирования смывали слабо закре-

пившиеся сферы и добавляли 2,3 мл ФБР, распределяя в этом объеме 1 мкл 

микросфер диаметром 1 мкм в концентрации 0,5% (вес/объем). Чашку устанав-

ливали на термостатируемый столик с постоянной температурой +37°C, при ко-

торой проводились все последующие измерения. 

Для проверки неподвижности больших микросфер, прикрепившихся ко 

дну чашки, использовали оптическую ловушку; критерием неподвижности яв-

лялось отсутствие дрожания при прохождении луча через микросферу при 

мощности 1,3 кВт. Малую микросферу диаметром 1 мкм захватывали лазерным 

лучом при той же мощности и проводили калибровку системы с целью опреде-
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ления коэффициентов чувствительности КвФД (около 30 мВ∙нм-1) и жёсткости 

ловушки (около 0,283 пН∙нм-1), необходимых для перевода вольтажного сигна-

ла фотодетектора (мВ) в смещение (нм) и силу (пН). Определяли координаты 

дна чашки и изменяли положение объектива так, чтобы центр малой микросфе-

ры находился на высоте 1,5 мкм, то есть на половине высоты большой микро-

сферы, и выравнивали их по оси OY для создания соосной конфигурации. На 

рисунке 2 показано расположение микросфер. 

 

Рис. 2. Большая микросфера диаметром 3 мкм (I) закреплена на дне чашки, а малая диамет-

ром 1 мкм (II) захвачена в ловушку 

 

Важным этапом отработки метода оценки сил взаимодействия с исполь-

зованием двух микросфер является установление момента их контакта. Если 

продолжить движение пьезостолика после того, как большая микросфера кос-
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нётся малой, то малая микросфера будет скользить по поверхности большой, 

что может привести к получению некорректных результатов. 

Большую микросферу при помощи пьезостолика подводили к захвачен-

ной в ловушку микросфере в ручном режиме до начала изменения сигнала фо-

тодетектора, регистрируя пройденное столиком расстояние. Далее возвращали 

пьезостолик в начальное положение и повторяли процедуру подведения и отве-

дения в автоматическом режиме с постоянной скоростью 100 нм/с, каждый раз 

программно увеличивая пройденное столиком расстояние на 50 нм до момента 

контакта микросфер. В результате был получен набор хронограмм, представ-

ленный на рисунке 3. 

 

Рис. 3. Хронограммы подведения и отведения пьезостолика с большой микросферой (ком-

ментарии в тексте) 

 

Вертикальная линия (1) показывает момент отведения пьезостолика с 

большой микросферой от удерживаемой лазерным лучом малой микросферы. 

Хронограммы I, II и III демонстрируют влияние большой микросферы на ха-

рактер сигнала КвФД в условиях отсутствия физического контакта микросфер. 

Контакт двух микросфер на скорости 100 нм/с – это удар, который проявляется 
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на графиках в виде резкого изменения сигнала после точки 2 на хронограммах 

IV и V. После остановки пъезостолика (1) он немедленно отводился (интервал 

между точками 1 и 3 и далее). Точка (3) – это момент отрыва одной микросфе-

ры от другой, индицируемого резким падением сигнала. Анализ представлен-

ных хронограмм позволяет предположить, что моментом контакта микросфер 

является точка 2. 

На рисунке 4 показан участок хронограммы V из рисунка 3 – с 16 по 17,4 

сек. При отведении большой микросферы после прохождения дополнительных 

50 нм от момента контакта (рисунок 4) наблюдается появление дополнитель-

ных неспецифических изменений сигнала на фотодетекторе.  

 

Рис. 4. Развернутая хронограмма отведения большой микросферы (рисунок 3, участок хроно-

граммы V с 16 по 17,4 с) 

 

Последний скачок сигнала (1) соответствует конечному разрыву связей 

между парой микросфер, так как последующее изменение сигнала при отведе-

нии симметрично таковому при подведении. Резкие изменения сигнала (2 на 

рисунке 4) не являются отрывами, а, предположительно, отражают процесс 

скольжения или перекатывания одной микросферы по поверхности другой. При 

этом, по-видимому, образуются дополнительные связи между другими парами 



2017. № 1.  Advanced science 

Биологические науки 

 

молекул, покрывающих поверхность микросфер, что приводит к регистрации 

такого рода изменений хронограммы.  

В результате проведенных исследований была отработана процедура 

оценки сил межмолекулярных взаимодействий методом оптического пинцета с 

использованием модельной системы «микросфера-микросфера». Данный метод 

может быть использован в фундаментальных исследованиях в области клеточ-

ной, молекулярной биологии, а также в микробиологии при исследовании адге-

зивных свойств поверхностных структур патогенов.  
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