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ВВЕДЕНИЕ
Лазерные источники излучения давно стали

неотъемлемыми диагностическими и терапевти-
ческими инструментами в различных областях
медицины. Не являются исключением и вспомога-
тельные репродуктивные технологии (ВРТ) – отно-
сительно молодое, но активно развивающееся на-
правление медицины, основной целью которого
является решение проблемы бесплодия у супруже-
ских пар. В ВРТ лазеры применяются для воздей-
ствия как на мужские, так и на женские половые
клетки [1]. В первом случае лазерные источники ис-
пользуют для повышения двигательной активности
сперматозоидов [2, 3] или их иммобилизации перед
выполнением интрацитоплазматической инъек-
ции сперматозоида [4, 5]. Во втором случае лазе-
ры используют в основном для микрохирургии
прозрачной оболочки яйцеклетки/эмбриона
[6, 7] или отдельных микрохирургических мани-
пуляций с клетками эмбриона (например, при
биопсии трофэктодермы эмбриона) [8, 9].

В настоящей работе представлены новые техно-
логии, направленные на повышение эффективно-
сти и безопасности существующих методик ВРТ, за
счет применения лазерных источников излучения
ультракороткой длительности для микрохирургии
блестящей оболочки яйцеклеток или преимпланта-
ционных эмбрионов. Первая из разработанных тех-
нологий заключается в воздействии ультракорот-
кими импульсами (УКИ) на блестящую оболочку

яйцеклетки/эмбриона для формирования на ней
микронадрезов в форме буквенно-цифрового ко-
да, что позволяет легко идентифицировать каж-
дый эмбрион в период его преимплантационного
развития и исключить риск выбора не того эмбри-
она при осуществлении переноса в полость матки.

Вторая технология также заключается в лазер-
ной микрохирургии блестящей оболочки, но уже
на более поздних сроках преимплантационного
развития (на стадии бластоцисты), когда проис-
ходит дифференцировка клеток, и формируются
внутренняя клеточная масса (ВКМ) и трофобласт.
Четко определяемая локализация ВКМ на этой
стадии позволяет формировать отверстие в обо-
лочке именно в том месте, которое является наи-
более предпочтительным, и таким образом управ-
лять началом и местом процесса вылупления эм-
бриона. Так, вылупление “трофобластом вперед”
предпочтительно, когда для проведения предим-
плантационной генетической диагностики необ-
ходимо отобрать небольшое количество клеток
трофэктодермы (т.е. провести биопсию). Таким
образом, разрабатываемую технологию можно
назвать технологией управляемого лазерного хэт-
чинга.

Сама технология формирования отверстия в
оболочке эмбриона с целью облегчения его вы-
лупления не нова и в зарубежной литературе обо-
значается термином laser-assisted hatching (вспо-
могательный лазерный хетчинг) [10]. Однако в
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большинстве случаев данная процедура выполня-
ется на ранних сроках развития (стадии дробле-
ния), когда между клетками эмбриона и блестя-
щей оболочкой имеется достаточно свободного
пространства, чтобы исключить риск возможных
тепловых повреждений эмбриона при лазерной
диссекции оболочки импульсами милли- или мик-
росекундной длительности [6, 11, 12]. Именно ла-
зерные системы на основе диодных лазеров, гене-
рирующих излучение на длине волны 1.48 мкм с
длительностью импульсов от сотен микросекунд
до нескольких миллисекунд, наиболее широко
распространены в клиниках репродуктивной ме-
дицины за счет своей относительно невысокой
стоимости и простоты в использовании.

Благодаря предельной локализации УКИ во
времени и пространстве, их применение для мик-
рохирургии живых биологических объектов су-
щественно снижает риск тепловых повреждений
и позволяет проводить на эмбрионах такие мик-
рохирургические процедуры, выполнение кото-
рых с помощью милли- и микросекундных лазер-
ных систем было невозможно. Эффективность
лазерных источников излучения ультракороткой
длительности была ранее продемонстрирована для
энуклеации яйцеклеток [13], слияния бластомеров
[14, 15] и биопсии эмбрионов [16, 17]. Представ-
ленные в настоящей статье разработки дополняют
широкий спектр технологий, применяющих УКИ,
для эмбриональной микрохирургии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ УСТАНОВКА

Ключевыми элементами экспериментального
стенда для проведения эмбриональной микрохи-
рургии является фемтосекундный иттербиевый
лазер “ТЕТА” (ООО “Авеста”, Россия), инверти-
рованный микроскоп Olympus IX-71 и блок со-
пряжения, в котором осуществляется управление
параметрами лазерного излучения и режимами
облучения. Фото и схема экспериментальной
установки показаны на рис. 1. Лазерный источ-
ник генерирует лазерные импульсы длительно-
стью 280 фс с энергией 100 мкДж на длине волны
λ = 1028 нм и частотой следования до 5 кГц. Для
лазерной микрохирурги было решено использо-
вать излучение второй гармоники (λ = 514 нм).
Во-первых, выбранная длина волны попадает в
окно прозрачности воды, что минимизирует ли-
нейное поглощение при распространении в вод-
ной среде. Во-вторых, она обеспечивает фокуси-
ровку в пятно меньшего размера, что позволяет
достичь лучшего пространственного разрешения
при микрохирургии.

В блоке сопряжения осуществляется управле-
ние энергией импульсов лазерного излучения, а
также размером и расходимостью лазерного пуч-
ка для оптимального заполнения входной аперту-
ры микрообъектива микроскопа и фокусировки
излучения в заданной плоскости. Из блока сопря-
жения излучение направляется в микроскоп и
фокусируется на объекте микрообъективом с уве-

Рис. 1. Фотография экспериментальной установки (а): 1 – фемтосекундный лазер, 2 – блок сопряжения, 3 – инвер-
тированный микроскоп. Схема установки (б): 1 – фемтосекундный лазер, 2 – поляризационный ослабитель, 3 – не-
линейный кристалл, 4 – телескоп, 5 – зеркало, 6 – тубусная линза, 7 – дихроическое зеркало, 8 – микрообъектив, 9 –
двухкоординатный моторизованный столик, 10 – чашка Петри, 11 – линзовый конденсор, 12 – осветитель, 13 – ПЗС
камера.
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личением 20× и числовой апертурой 0.5 в пятно
диаметром ~2 мкм.

В качестве модельных объектов были использо-
ваны эмбрионы мыши линии C57BL/6J и CBA.
Содержание животных и манипуляции, связанные
с получением эмбрионов, проводились в рамках
соответствующих стандартов и требований коми-
тета по биоэтике Биологического факультета МГУ
имени М.В. Ломоносова. Процедура извлечения
эмбрионов и их культивирования до и после экс-
перимента полностью аналогична процедуре,
описанной нами ранее [18]. Эмбрионы экспери-
ментальной группы перемещали из инкубатора в
капли среды для манипуляций, нанесенные на по-
верхность пластиковых чашек Петри с тонким
стеклянным дном, которые затем фиксировали на
моторизованном двухкоординатном столе микро-
скопа. Управление перемещением стола осуществ-
лялось с помощью специально разработанного про-
граммного обеспечения. Изображение с ПЗС-ка-
меры микроскопа также отображалось в данной
программе и позволяло контролировать процесс
лазерного воздействия. Отметим, что сфокуси-
рованное лазерное излучение оставалось непо-
движным относительно объекта, а микрохирур-
гия осуществлялась путем перемещения мото-
ризованного стола вдоль задаваемой в программе
траектории.

Перед проведением серии экспериментов был
определен допустимый диапазон энергий лазерных
импульсов, в соответствии с методикой, описан-
ной ранее [19]. Для этого было выбрано несколько
эмбрионов, на оболочку которых воздействовали
УКИ и наблюдали формирование микронадрезов.
Энергию УКИ постепенно увеличивали от мини-
мального значения, когда надрез на оболочке де-
тектируется с помощью световой микроскопии, до
значения, при котором вблизи области воздей-
ствия начинается формирование кавитационных
пузырьков. Каждый последующий надрез при уве-
личении энергии импульсов выполняли на новом
участке блестящей оболочки. Возникновение мно-
гочисленных кавитационных пузырьков больших
размеров опасно для эмбриона и может привести к
его необратимым повреждениям. Поэтому в каче-
стве верхней границы безопасного диапазона энер-
гий УКИ было выбрано значение, при котором ве-
роятность возникновения единичных кавитацион-
ных пузырьков микронного размера составляла
50%. Было установлено, что для импульсов дли-
тельностью 280 фс и частотой следования 5 кГц оп-
тимальный диапазон энергий лазерных импуль-
сов составил 19–53 нДж. Энергия импульсов в
экспериментах была установлена на уровне
близком к нижней границе и составляла 20.0 ±
± 0.5 нДж, что тем не менее позволяло формиро-
вать на оболочке достаточно четкие микронадрезы.

ФЕМТОСЕКУНДНАЯ ЛАЗЕРНАЯ 
МАРКИРОВКА ЭМБРИОНОВ

Экспериментальная группа включала 33 зиго-
ты. Контрольные группы интактного и парал-
лельного контроля включали 38 и 43 зиготы соот-
ветственно. Буквенно-цифровой код, формируе-
мый на блестящей оболочке зиготы, представлял
собой набор из 4–5 символов. Процесс марки-
ровки с учетом поиска наиболее подходящей для
нанесения кода плоскости и области на оболоч-
ке занимал не более двух минут. При этом время,
затрачиваемое на создание кода в программе с ис-
пользованием графических примитивов, состав-
ляло 30–40 с, а его воспроизведение на оболочке –
8–13 с. На рис. 2а, 2б в качестве примера представ-
лены эмбрионы с нанесенными кодами. Было
установлено, что нанесенный на стадии зиготы
код, сохраняется на протяжении всего периода
преимплантационного развития и даже после вы-
лупления эмбриона может быть обнаружен на пу-
стой оболочке (рис. 2в). Подобная маркировка
эмбрионов с помощью фемтосекундного лазера
позволяет безошибочно идентифицировать пре-
имплантационные эмбрионы и минимизировать
риск их перепутывания, что может иметь необра-
тимые последствия при работе с эмбрионами че-
ловека [20]. Следует отметить, что процедура ла-
зерной маркировки эмбрионов не оказывала нега-
тивных последствий на их развитие. Все эмбрионы
экспериментальной группы достигли стадии бла-
стоцисты и 27 из 33 эмбрионов (81.8%) находи-
лись на стадии хэтчинга в момент их планового
наблюдения. Полученные показатели сопостави-
мы с данными для контрольных групп: 70% (30 из
43 эмбрионов из группы интактного контроля) и
81% (31 из 38 эмбрионов из группы параллельного
контроля) находились на стадии хэтчинга в мо-
мент их плановой оценки.

УПРАВЛЯЕМЫЙ ХЭТЧИНГ С ПОМОЩЬЮ 
ЛАЗЕРНОЙ МИКРОХИРУРГИИ ОБОЛОЧКИ 

НА СТАДИИ РАННЕЙ БЛАСТОЦИСТЫ

Экспериментальная группа состояла из 30 эм-
брионов на стадии ранней бластоцисты, у которых
ВКМ и трофобласт были четко различимы. Группы
интактного и параллельного контроля включали
35 и 30 эмбрионов на стадии ранней бластоцисты
соответственно.

Процесс естественного вылупления эмбрио-
нов у различных млекопитающих имеет свои осо-
бенности и является предметом активного изуче-
ния. В последнее время исследователями были
сделаны предположения о наличии полярности у
процесса вылупления и влиянии места начала
хэтчинга на дальнейший потенциал развития и
имплантации эмбрионов [21].
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С учетом этого, разработка эффективной и без-
опасной технологии, позволяющей инициировать
процесс хэтчинга в нужном месте (либо вблизи
ВКМ, либо вблизи трофобласта) имеет важное зна-
чение. Так, при необходимости проведения биоп-
сии бластоцисты, наиболее предпочтительным яв-
ляется вылупление эмбриона трофобластом вперед.

Для инициирования хэтчинга эмбрионов тро-
фобластом вперед была проведена лазерная мик-
рохирургия оболочки эмбрионов эксперимен-
тальной группы (рис. 2г, 2д). Вначале в оболочке
формировали отверстие размером 5–10 мкм, а за-
тем по обе стороны от отверстия было сделано по
дополнительному “микронадрезу” (размером не
более 10 мкм). Данные насечки позволяли точно
установить, каким образом проходит вылупление
эмбриона (через сформированное отверстие или в
другом месте). Как можно видеть на рис. 2е, вылуп-
ление эмбриона осуществляется именно через за-
ранее сформированное отверстие. Полученные
данные продемонстрировали эффективность дан-
ной технологии: 28 из 30 (93.3%) эмбрионов экспе-

риментальной группы начали процесс вылупления
именно в том месте, где было сформировано от-
верстие (1 эмбрион (3.4%) начал вылупление не в
области лазерного воздействия, а еще 1 эмбрион
отставал в сроках развития и на момент оценки
эмбрионов не перешел на стадию хэтчинга). Дан-
ная методика продемонстрировала более высокие
показатели хэтчинга по сравнению с эмбрионами
двух контрольных групп: в группе интактного кон-
троля вылупились 30 из 35 эмбрионов (85.7%), а в
группе параллельного контроля – 25 из 30 (83.3%).

Следует отметить, что возможность успешного
хэтчинга эмбрионов после лазерной диссекции
оболочки на стадии ранней бластоцисты была про-
демонстрирована ранее [21, 22]. В качестве лазер-
ного инструмента применяли инфракрасные диод-
ные лазеры, генерирующие импульсы на длине
волны 1.48 мкм длительностью от сотен микросе-
кунд до нескольких миллисекунд. Размер отвер-
стия после однократного воздействия подобным
лазерным импульсом составляет 10 мкм. Зача-
стую размер отверстия расширяли до 20–50 мкм,

Рис. 2. Фемтосекундная лазерная микрохирургия прозрачной оболочки эмбрионов: формирование на оболочке кодов
“07TEX” и “VIVO” соответственно (а–б); демонстрация кода “VIVO”, различимого на оболочке даже после вылупле-
ния эмбриона из нее (в); формирование отверстия в оболочке эмбриона на стадии ранней бластоцисты для иниции-
рования вылупления эмбриона трофобластом вперед (г–е): ранняя стадия бластоцисты (видна полость, положение
внутренней клеточной массы и трофэктодермы известно) (г); отверстие в оболочке и дополнительные микронадрезы,
сформированные с помощью фемтосекундной лазерной микрохирургии (д); оболочка эмбриона после вылупления
(е), на которой сохранились два микронадреза, что подтверждает вылупление трофобластом вперед через искусствен-
но сформированное на стадии ранней бластоцисты отверстие.

20 мкм 20 мкм

25 мкм

а б в

г д е
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воздействуя несколькими импульсами, так как
полагали, что это исключит риск “застревания”
эмбриона в оболочке в процессе вылупления.

В настоящей работе впервые показано, что
успешный “управляемый” хэтчинг (в заданном
месте) возможен при микрохирургии оболочки на
стадии ранней бластоцисты и формировании от-
верстия малого размера (менее 10 мкм). В отличие
от сквозных отверстий, размером порядка 10 мкм,
формируемых при использовании коммерчески
доступных лазерных систем, УКИ деликатно воз-
действуют на оболочку эмбриона, при этом шири-
на микронадреза может составлять порядка 2 мкм.
Формирование отверстия малого размера иниции-
рует вначале вылупление небольшого количества
клеток, что в случае проведения биопсии трофэк-
тодермы существенно упрощает процесс забора
клеток независимо от способа их отсечения (меха-
нического или лазерного).

Помимо применения фемтосекундных лазер-
ных импульсов авторами были проведены пилот-
ные исследования по микрохирургии оболочки с
помощью лазерных импульсов пикосекундной
длительности. Это было сделано для оценки по-
тенциала применения в ВРТ источников излуче-
ния пикосекундной длительности, так как при-
менение их вместо фемтосекундных позволило
бы удешевить стоимость конечного прибора для
потенциальных покупателей. В то же время дли-
тельность импульсов пикосекундных лазеров (а
значит и риск тепловых повреждений) в миллио-
ны раз меньше по сравнению с длительностью
микро- и миллисекундных лазеров, в настоящее
время используемых в ВРТ.

Для проведения данного эксперимента имею-
щаяся лазерная установка была перестроена на
генерацию импульсов пикосекундной длитель-
ности. Для этого излучение было заведено в экс-
периментальную схему в обход временного ком-
прессора лазерного источника ТЕТА. Измерен-
ная длительность лазерного импульса составила
25 пс. Был определен допустимый диапазон
энергий пикосекундных лазерных импульсов
для выполнения микрохирургических процедур:
90‒180 нДж. Как видно, он в несколько раз превы-
шает оптимальные значения энергий при исполь-
зовании фемтосекундных лазерных импульсов.
Тем не менее, последующий анализ жизнеспо-
собности эмбрионов после однократной микро-
диссекции оболочки с помощью пикосекундных
лазерных импульсов на стадии ранней бластоци-
сты не выявил каких-либо отклонений в сроках
развития по сравнению с контрольными группа-
ми и группой эмбрионов, подвергнутых процеду-
ре вспомогательного хэтчинга с применением
фемтосекундных лазерных импульсов. Таким об-
разом, впервые была показана принципиальная
возможность проведения процедуры управляемо-

го вспомогательного хэтчинга с применением ла-
зерных импульсов пикосекундной длительности.
Для подтверждения безопасности эмбриональной
микрохирургии с помощью пикосекундных лазер-
ных импульсов исследования будут продолжены
на значительной статистической выборке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе рассмотрены две техноло-

гии, основанные на применении лазерных им-
пульсов ультракороткой длительности для мик-
рохирургии прозрачной оболочки эмбрионов на
разных сроках их преимплантационного развития.
Технология фемтосекундной лазерной маркиров-
ки эмбрионов благодаря нанесению уникального
кода позволяет идентифицировать эмбрионы на
протяжении всего периода преимплантационного
развития, при этом не оказывает негативного вли-
яния на жизнеспособность и показатели развития
эмбрионов. Технология управляемого лазерного
хэтчинга, заключающаяся в формировании отвер-
стия в оболочке эмбриона на стадии ранней бла-
стоцисты, когда хорошо различимы ВКМ и троф-
эктодерма, позволяет инициировать вылупление
эмбриона именно в том месте, которое является
наиболее предпочтительным. В работе показано,
что формирование отверстия в оболочке эмбри-
она вблизи трофобласта в 93.3% случаев иници-
ирует вылупление эмбриона через данное отвер-
стие. Показатели успешного хэтчинга после дан-
ной процедуры в экспериментальной группе
превышают процент успешно вылупившихся
эмбрионов в контрольных группах. Также впер-
вые показана возможность реализации управля-
емого лазерного хэтчинга с помощью пикосе-
кундных лазерных импульсов.

Исследование выполнено на оборудовании
ЦКП “ЛФК” и УНУ “ЛТФК” ОИВТ РАН, при
финансовой поддержке РФФИ и Правительства
Москвы в рамках научного проекта № 19-32-70036.
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