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Аннотация.  В настоящем исследовании демонстрируется новый малоинвазивный метод изучения 
вязкоупругих свойств надмолекулярных комплексов клетки (хроматина, ядрышка) с применением 
оптического лазерного захвата. В качестве объекта исследования были выбраны ооциты мыши, в 
связи с тем, что их биохимия и внутриклеточная организация хорошо изучена, а ядро и ядрышко 
имеют крупные размеры (10 мкм). Ядрышко используется в качестве «живого» микрозонда, а с 
помощью оптического захвата вызываем возмущение в системе ядрышко-хроматин. Полученные 
времена релаксации ядрышка при его смещении оптическим пинцетом в разных направлениях 
указывают на анизотропные свойства нуклеоплазмы. Кроме того, использование оптического 
захвата на живых системах позволяет визуализировать взаимодействие ядерных и 
цитоплазматических структур, не прибегая к цитохимическим методам. 
Ключевые слова: оптический захват, ооцит мыши, микрореология, мягкие материалы, ядрышко, 
биополимеры. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Механические процессы, протекающие в клетках, наряду с молекулярными превращениями, играют 

колоссальную роль в реализации основных биологических процессов: эмбриогенезе, пролиферации, клеточной 
дифференцировке, генной экспрессии, адгезии, канцерогенезе [1-4]. На сегодняшний день широко 
распространены методы исследования клеточной механики в качестве маркера состояния отдельных живых 
клеток и потенциальных патологических процессов, протекающих в них. К ним относятся: атомно-силовая 
микроскопия, применение микропипеток, микроканалов, магнитной сепарации клеток. Основными 
преимуществами данных методов является возможность работы с живыми клетками и минимизации эффектов, 
связанных с химической модификацией клеточных структур, которые могут возникать, например, при работе с 
флуоресцентными красителями, флуоресцентными белками и т. д. Однако, существенным ограничением данных 
методов является их инвазивность. В ходе работы с биологическим материалом могут возникать механические 
повреждения клетки (перфорации при внедрении в клетку микросфер или повреждение поверхности клетки 
АФМ-зондом) [5-8]. 

Одной из наиболее прецизионных и малоинвазивных техник является метод оптических лазерных ловушек 
(оптический пинцет), позволяющий захватывать и манипулировать не только отдельными клетками, но и 
клеточными структурами – изолированными биополимерами, надмолекулярными комплексами и органеллами. 
При помощи оптического пинцета можно воздействовать на объекты размером от 0,01 до 10 мкм, а также 
прикладывать к объекту силу от одного до нескольких сотен пиконьютонов.  

Оптический пинцет активно применяется в различных методиках, связанных с исследованием вязкоупругих 
свойств нуклеиновых кислот. Накопление знаний о микромеханических характеристиках ДНК/РНК – белковых 
комплексов чрезвычайно важно для более детального понимания механизмов реализации информации внутри 
клетки. Традиционно в подобных экспериментах осуществляют выделение изолированных молекул 
нуклеиновых кислот. В результате экспериментальная система значительно упрощается и получаемые 
результаты могут существенно отличаться от реальных процессов и эффектов, возникающих в клетке in vivo  
[9-12]. 

В ходе созревания ооциты претерпевают структурные и биохимические превращения. Рост ооцита и переход 
к первому мейотическому делению сопряжены с реорганизацией хроматина. Материал ядра подвергается 
модификациям – хроматин становится более компактным и транскрипционно неактивным, окружает плотным 
кольцом ядрышко. В связи с этим выделяют три основных конфигурации ядер ооцитов: NSN – «non-surrounded 
nucleolus» – хроматин диффузно располагается в кариоплазме, SN – «surrounded nucleolus» – хроматин кольцом 
окружает ядрышко, pSN – «partly surrounded nucleolus» – хроматин частично окружает ядрышко (рис. 1). Все три 
состояния различаются по уровню транскрипционной активности ядра и, как следствие, по потенциалу к 
успешному завершению мейоза и оплодотворению [13, 14]. 

Понимание механизмов взаимодействия компонентов ядра ооцитов может быть существенным для оценки 
потенциала ооцита к завершению мейоза, оплодотворению и дальнейшему успешному развитию. 
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Рисунок 1. Основные типы конфигурации хроматина в ядре; A - хроматин диффузно располагается в 
кариоплазме; B - хроматин частично окружает ядрышко; С- хроматин кольцом окружает ядрышко. Ядрышко 
на изображении представлено светящимся кругом 

 
В текущем исследовании мы воздействуем на систему ядрышко-хроматин, интегрированную в 

термодинамически неравновесную систему клетки – ооцита мыши, таким образом ДНК-белковый комплекс 
испытывает на себе действие ещё и со стороны цитоплазматических структур, в частности цитоскелета. Мы 
предлагаем новый метод, основанный на применении оптического захвата, для изучения взаимодействия 
ядрышка и хроматина в живых ооцитах мыши. Анализ динамики движения ядрышка внутри нуклеоплазмы 
позволит оценить вязкоупругие свойства хроматина и обнаружить особенности его взаимодействия с ядрышком. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В работе были использованы мыши возрастом 6-9 недель линии С57BL/CBA.  Мышам внутрибрюшинно 

инъецировали 7,5 ME фолликулостимулирующий гормон ГСЖК (гонадотропин сыворотки жеребой кобылы).  
Через 48 часов ооциты извлекались из яичников путём пункции фолликулов в среде М2, очищались от 
кумулюсных клеток при помощи гиалуронидазы.  Для выявления структуры хроматина был использован 
краситель Hoechst 33342, окрашивание производилось в течение 15 минут, концентрация красителя 1 мг/мл. 
Далее ооциты по одному переносили в каплю среды М2 объемом 30 мкл на покровное стекло. Работа 
осуществлялась на нагревательном столике, температура 37 °C. 

Оптический захват ЯПТ осуществляли непрерывным излучением из титан-сапфирового лазера на длине 
волны 790 нм. Излучение лазера заводилось в микроскоп и далее фокусировалось в ооцит объективом 60x0,7 NA. 
Мощность излучения в фокусе объектива составляла 280 мВт, что примерно соответствовало максимальной силе 
в 10 пн прикладываемой к ядрышку, которая была измерена в микрофлюидной системе. Смещение ЯПТ с 
помощью оптического захвата и его релаксация после выключения захвата записывались на видео с помощью 
высокоскоростной камеры. Смещения ЯПТ производились последовательно в разных направлениях с 
интервалом в несколько десятков секунд, что позволяло системе полностью релаксировать. Сразу после 
окончания экспериментов со смещением ЯПТ регистрировали конфигурацию конденсации хроматина в ядре с 
помощью флуоресцентной микроскопии с использованием красителя Hoechst 33342. Полученные 
видеоизображения обрабатывали с помощью специально написанного программного обеспечения, которое 
позволяло зафиксировать положение центра ооцита и ЯПТ и с субдифракционным разрешением детектировать 
смещение ЯПТ с помощью математического алгоритма. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Для исследования динамики и траектории движения ядрышка в нуклеоплазме живого ооцита мыши, 

использовался оптический захват, причём ядрышко выполняло роль микрозонда. При включении лазера, 
ядрышко затягивалось в оптическую ловушку и его можно было перемещать в пространстве нуклеоплазмы. 
Смещения ядрышка производились в разных направлениях. После выключения захвата ядрышко релаксировало, 
в некоторых случаях не возвращаясь в исходное положение; затем выявляли конфигурацию ядра ооцита при 
помощи флуоресцентной микроскопии, детектируя свечение и распределение хроматина в ядре. 

При помощи специально разработанного программного обеспечения для каждого ооцита были получены 
следующие данные: абсолютное время в секундах, относительное время в секундах, позиция X центра ядрышка, 
позиция Y центра ядрышка. При обработке полученных видеоизображений для каждого ооцита (всего было 
исследовано 70 ооцитов) были получены данные о времени релаксации ядрышка после выключения оптической 
ловушки (рис. 2). 
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Рисунок 2. На графиках показано изменение координат ядрышка по осям X и Y (пиксели) во времени 
(секунды), а также соответствующие времена релаксации τx и τy. Зелёными стрелками на рисунках А и B 
обозначены моменты включения (on) и выключения (off) оптической ловушки. Стрелками на рисунке С 
обозначены направления смещения ядрышка 

 
Последовательные смещения ядрышка в различных направлениях позволили выявить анизотропный 

характер материала ядра, о чем свидетельствуют характерные времена релаксации. Это может свидетельствовать 
о гетерогенности вязкоупругих свойств плазмы ядра. Такие эффекты наблюдались преимущественно в ооцитах 
с ядрами, имеющими pSN и NSN конфигурацию. В случае с ооцитами, имеющими SN конфигурацию, 
наблюдалась следующая картина: ядрышко, как правило, оказывалось малоподвижным, закреплённым на 
ядерной мембране, в результате чего выявлялась лишь его деформация. Кроме того, возмущение ядрышка 
приводило к смещению мембраны ядра и цитоплазмы, что лишний раз доказывает связь структур ядра с 
компонентами цитоскелета цитозоля без применения дополнительных цитохимических методов. Анизотропные 
свойства нуклеоплазмы можно связать с тем, что ооцит, являясь термодинамически неравновесной системой, в 
каждый отдельный момент времени совершает морфогенетические превращения – распределение хроматина 
изменяется от условно «гомогенного» к формированию отдельных компактных хромосом. Аналогичная ситуация 
наблюдается с цитоскелетом. В ранней профазе распределение микротрубочек более гомогенно, они образуют 
плотную равномерную цитоплазматическую сеть. По мере развития ооцита формируются крупные центры, 
состоящие из тубулина и перицентрина, располагающиеся преимущественно вокруг ядра [15]. Установление 
более конкретных причин возникновения анизотропии требует дополнительных исследований, так как оогенез 
представляет собой сложный, многофакторный процесс и характер смещения ядрышка определяется своими 
собственными свойствами и свойствами микроокружения. 

Таким образом, данным экспериментом мы проиллюстрировали, что движение ядрышка в нуклеоплазме 
может быть исследовано при помощи оптического захвата. Времена релаксации ядрышка при действии 
оптического пинцета указывают на анизотропные свойства материала ядра; использование ядрышка в качестве 
микрозонда делает данную методику малоинвазивной. Кроме того, использование оптического захвата позволяет 
визуализировать взаимодействие ядерных и цитоплазматических структур. Полученные сведения о динамике 
движения ядрышка в живых ооцитах могут послужить основой для новой классификации ооцитов и 
использоваться для предопределения их потенциала к успешному завершению мейотического созревания и 
оплодотворения. 
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INVESTIGATING VISCOELASTIC PROPERTIES OF MAMMALIAN OOCYTES NUCLEOPLASM WITH 

OPTICAL TRAPPING 
Syrchina M.S., Zalesskii A.D., Osychenko A.A., Astafiev A.A., Aybush A.V., Nadtochenko V.A 

Semenov institute of chemical physics (ICP RAS) 
Kosygina st., 4, Moscow, 119991, Russia; e-mail: wrongclue@gmail.com 

 
Abstract. We suggest a new non-invasive method, based on applying of optical trapping for viscoelastic 
properties investigation of cellular supramolecular complexes (chromatin, nucleolus). As a model object, 
we used mice oocytes because of their well-known biochemistry, intracellular organization and large size 
of nuclei (10 μm). Nucleoli were supposed to be natural microspheres, so it was possible to catch them by 
optical tweezers and create deformations of nuclei matter. Based on our data, measured relaxation time of 
nucleoli could be an indicator of spatial viscoelastic properties changes. Also, optical trapping is a powerful 
tool for visualization of interactions between nucleus and cytoplasm. 
Key words: optical trapping, mouse oocyte, microrheology, soft matter, nucleolus, biopolymers 
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