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Аннотация Ключевые слова 
С использованием атомно-силовой микроско-
пии, лазерной интерференционной микроскопии, 
микроспектроскопии комбинационного рассеяния 
и абсорбционной оптической томографии исследо-
ваны морфология и распределение структур клетки 
зеленой микроводоросли Haemotococcus lacustris. 
Показано, что применение микроспектроскопии 
комбинационного рассеяния позволяет определить 
положение отдельных клеточных структур (хлоро-
пласты), состав и конформацию молекул пигментов 
(каротиноиды), атомно-силовой микроскопии — 
латеральные и вертикальные размеры клетки, ла-
зерной интерференционной микроскопии — оце-
нить морфологию и/или показатель преломления 
вещества и, как следствие, локальную концентра-
цию вещества в клетке. Это дает возможность полу-
чить информацию о внутриклеточных структурах. 
Использование абсорбционной оптической томо-
графии позволило получить трехмерные изобра-
жения полупрозрачных клеток микроводоросли 
Haemotococcus lacustris, имеющих довольно слож-
ную структуру, и визуализировать субклеточные 
структуры клетки водоросли несмотря на сильное 
поглощение света внутри клетки. Таким образом, 
комплексное использование атомно-силовой и ла-
зерной интерференционной микроскопий, микро-
спектроскопии комбинационного рассеяния и аб-
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сорбционной оптической томографии позволяет 
значительно расширить возможности исследования 
и получить детальную и комплексную информацию 
как о геометрии клетки и распределении субкле-
точных структур, так и об их молекулярном составе 
и конформации пигментов 
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Введение. В настоящее время для исследования морфологии клетки и ди-
намики субклеточных структур широко используют различные методы оп-
тической фазовой микроскопии, включая лазерную интерференционную 
микроскопию (ЛИМ) [1–6]. Однако внедрение таких методов сопровожда-
ется трудностями, связанными с проблемой разрешения и идентификации 
внутриклеточных структур клетки. В связи с этим особое внимание уделя-
ется разработке методик оптической томографии в сочетании с атомно-
силовой микроскопией (АСМ), ЛИМ и микроскопии комбинационного 
рассеяния (КР) (см., например, [7, 8]). Атомно-силовая микроскопия  
клеток позволяет исследовать их размеры и в некоторых случаях модуль 
упругости (жесткость) клеток [8–10], КР-микроскопию используют для 
оценки состава, конформации и распределения веществ в клетках [7, 11, 
12], оптическая фазовая томография и ЛИМ позволяют оценивать разме-
ры, форму, механические характеристики и распределение вещества внутри 
клетки [3, 5, 13, 14]. Сочетание этих методов позволит получить подробную 
и комплексную информацию о геометрии клетки и распределении субкле-
точных структур, их молекулярном составе и конформации пигментов. 

Одним из методов, позволяющих исследовать трехмерную структуру 
клетки, является абсорбционная оптическая томография (АОТ). Оптиче-
ский микротомограф позволяет получать томограммы живых полупро-
зрачных клеток в режиме поглощения света. Основное преимущество 
использования АОТ заключается в том, что большое число биологиче-
ских объектов характеризуется наличием полупрозрачных неоднородно-
стей внутри клеток, что справедливо и в отношении Haemotococcus 
lacustris (H. lacustris). Все это не позволяет зарегистрировать фазовую со-
ставляющую поля в широком диапазоне значений углов зондирования 
объекта. Поэтому для исследования морфологии внутренней структуры 
клетки с большим числом неоднородностей необходимо использовать 
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АОТ, позволяющую определить абсолютную величину и контролировать 
динамику распределения коэффициента поглощения внутри клетки  
на длине волны зондирующего излучения. 

В настоящее время методы и алгоритмы традиционной оптической 
компьютерной томографии не распространяются на клетки более сложной 
формы, например клетки водоросли, имеющие многочисленные внутрикле-
точные структуры (ядро, хлоропласты, вакуоли и т. п.), которые поглощают 
свет. Современные методы позволяют только реконструировать изображе-
ние внутриклеточных структур в некотором приближении даже при непол-
ных и неточных проекциях. Очевидно, что достоверность полученных 
изображений вызывает сомнение, а выводы о корреляции изображения  
и реальных структур клетки необходимо делать с большой осторожностью. 

Ранее возможности применения различных методов оптической ком-
пьютерной томографии продемонстрированы при исследовании клеток во-
доросли спирогиры [15–17], водорослей Pandorina morum [18–20], а также 
на диатомовых водорослях (например, [21, 22]). Полученные авторами дан-
ные морфологии клетки (длина, ширина, размеры пор и т. д.) хорошо согла-
суются с результатами, определенными с использованием других методов 
(например, сканирующей электронной микроскопии) [22]. С помощью  
оптической компьютерной томографии водорослей Skeletonema marinoi  
и диатомовых водорослей Thalassiosira rotula выявлены реальные формы  
и размеры хлоропластов и их расположение в клетке. При наличии в окру-
жающей среде антропогенных веществ в хлоропластах водоросли обна-
руживается нарушение структуры органеллы [23], что может привести  
к ингибированию фотосинтеза и синтеза АТФ. Оптическая компьютерная 
томография была использована для исследования микроводорослей 
Nannochloropsis oculata (N. oculata) в целях определения содержания липи-
дов в отдельной клетке [24]. Установлено, что при дефиците азота  
в N. oculata наблюдается накопление липидов и происходят изменения объ-
ема и массы сухих клеток, а также массы липидов отдельных клеток. Эти 
данные согласуются с представлением о том, что недостаток азота может 
компенсироваться разложением белков для поддержания метаболизма [25]. 

Цель работы — привести результаты исследования геометрических 
параметров клетки водоросли, локализации внутриклеточных структур  
и распределения отдельных молекул с помощью методов АСМ, ЛИМ  
и КР-микроспектроскопии, анализ морфологии клетки водоросли с ис-
пользованием АОТ. 

Материалы и методы. Приготовление препаратов. Изображения оп-
тической ЛИМ, КР- и АСМ-изображения регистрировали на фиксирован-
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ных препаратах зеленых водорослей H. lacustris [26]. Культуры микроводо-
росли выращивали на среде BG 11 [27] во флаконах стационарно при по-
стоянном освещении 40 мкмоль фотонов ФАР/(м2 · с) в течение двух 
недель. Для получения препаратов суспензию водорослей наносили на раз-
меченное покровное стекло и высушивали на воздухе. Полученные препа-
раты использовали для проведения КР- и АСМ-измерений. Для получе- 
ния световых и ЛИМ-изображений микроскопии на покровное стекло, со-
держащее высушенные клетки, наносили 5 мкл раствора глицерин:вода  
(1:1 по объему) и через 10 мин помещали на зеркальную подложку (клетка-
ми к зеркалу), затем проводили измерения. 

Абсорбционная оптическая томография. Подробное описание экспе-
риментальной установки приведено в [28]. В качестве источника низко-
когерентного излучения использовали коллимированный линзой точеч-
ный светодиод модели KED080RAXH (Kyosemi Co., Япония): центральная 
длина волны излучения 650 нм, полуширина спектра излучения  
10 нм, мощность излучения 0,6 мВ при токе 25 мА), размер площадки из-
лучения 80 мкм2 (это позволило снизить шумы получаемых изображе-
ний). Фазовые изображения получали с использованием сдвигового ин-
терферометра (рис. 1). Образец помещали между двумя покровными 
стеклами и освещали параллельным лучом света (под различными угла-
ми) через широкоапертурный объектив для получения проекций. Наклон 
луча изменяли поворотом зеркала с помощью гальвосканера. Диапазон 
сканирования в установке составил примерно ± 60 . 

 

 
Рис. 1. Схема сдвигового интер-

ференционного микротомографа: 
1 — низкокогерентный точечный свето-
диод (LED); 2 — коллиматорная линза;  
3 — управляемое поворотное полупро-

зрачное зеркало; 4 — плоскопараллельная 
линза; 5 — широкоапертурный объектив 

для освещения образца; 6 — образец;  
7 — идентичный 5 широкоапертурный 
объектив для получения изображения;  
8–12 — система линз; 10, 11 — зеркала 

сдвигового интерферометра, содержащего 
светоделительный кубик 50/50 между  

ними; 13 — светочувствительная матрица, 
используемая для формирования изобра-

жения 
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Изображение клетки получали с использованием алгоритма фазовых 
шагов, одно из зеркал смещалось с помощью пьезоэлемента. Изображе-
ние формировали на светочувствительной матрице, применяя системы 
линз. Восстановление фазовых изображений проводили методом интер-
ферометрии фазовых шагов. В результате каждая проекция представляла 
собой изображение, аналогичное изображению, полученному в диффе-
ренциальном интерференционно-контрастном микроскопе, но с числен-
ными значениями, соответствующими производной фазе. 

Для калибровки томографа использовали стеклянные сферы размером 
5 мкм, что позволило определить размер вокселя в восстановленном изоб-
ражении (0,1 мкм3). Время регистрации полного набора проекций 8…10 с. 
Для исследования клеток водоросли большого размера, диаметр которых 
составлял 80 мкм, томограф работал в режиме поглощения света.  

Для того чтобы компенсировать влияние дифракции, использовали 
оригинальный алгоритм острой фокусировки. Для получения четкого 
изображения всей водоросли применяли процедуру многократного набора 
проекций при фокусировке на различные сечения внутри клетки. Скани-
рование вдоль оптической оси в процессе набора проекций осуществлялось 
механически. Для микроводорослей получено девять наборов проекций. 
При реконструкции томограмм для формирования 3D-изображения ис-
пользовали только изображения сечений, полученные в области острой 
фокусировки. Описанная процедура позволила существенно ослабить вли-
яние дифракционных эффектов и отфильтровать рассеянное излучение.  
Во многом этот алгоритм аналогичен получению наборов продольных то-
мограмм в классическом томографе Бокажа (подробно теория формирова-
ния классических томограмм описана в [29]). 

Для анализа АОТ-изображений микроводоросли H. lacustris исполь-
зовали программу 3D Slicer, которая позволила получить и исследовать 
произвольно ориентированные срезы клетки, строить модели поверхно-
сти из меток изображений и получить аппаратно-ускоренный объемный 
рендеринг (3D-изображение). 

Оптическая и лазерная интерференционная микроскопия. Для срав-
нения с АОТ использовали лазерный автоматизированный интерферен-
ционный микроскоп МИА-1 с камерой модели UI-3140cp (IDS): черно-
белая матрица с разрешением 1280 × 1024, частота кадров 50 fps, время 
экспозиции 10 мс, объектив 33×/0.65NA. Размер изображений объекта 
200 × 150 мкм [30, 31]. Управление прибором и получение фазовых изоб-
ражений по интерферограммам осуществляли с использованием про-
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граммы WinPhast. При реконструкции одного фазового изображения 
применяли 10 интерференционных изображений, что позволяло реги-
стрировать фазовые изображения с частотой 50 fps. ЛИМ-изображения  
и изображения в отраженном свете (оптическая микроскопия) получены 
с использованием лазера с длиной волны света 532 нм. Мощность лазе-
ров составляла 20 мВт, мощность, приходящаяся на одну клетку, — менее  
2 мВт. Лазерный луч направлен перпендикулярно плоскости клетки.  
Согласно описанию микроскопа, погрешность вдоль оптической оси со-
ставляла не более 1,9 нм, в плоскости XY — 0,5 мкм, повторяемость ре-
зультатов измерений s < 0,1 нм. 

Спектроскопия комбинационного рассеяния. Измерения спектров КР 
проводили на комбинированном конфокальном микроскопе-спектро-
метре «Интегра-Спектра» (НТ-МДТ, Зеленоград, Россия). Для регистрации 
спектров использовали длину волны возбуждающего света 532 нм, решетку 
600 шт./мм, объектив 20×, время регистрации отдельного спектра для по-
лучения изображения 0,1 с. В каждой точке изображения записывали 
спектр КР в диапазоне значений 200…2400 см–1. Наиболее интенсивные 
полосы в спектре принадлежат каротиноидам, для которых такая длина 
волны возбуждения является резонансной. Для построения изображений  
в каждой точке рассчитывали интеграл под кривой после вычитания базо-
вой линии в диапазоне значений 1485…1565 см–1. В этом диапазоне распо-
ложена полоса КР с максимумом 1530 см–1, которая соответствует колеба-
ниям двойных углеродных связей в молекуле каротиноида. Изображения 
регистрировали на площади 20 × 20 мкм (64 × 64 точки). Площадь под этой 
полосой и интенсивность в каждой точке изображения соответствуют со-
держанию каротиноидов в этой точке изображения [32]. 

Атомно-силовая микроскопия. Атомно-силовые изображения клеток 
получали на комбинированном конфокальном микроскопе-спектрометре 
Интегра-Спектра (НТ-МДТ, Зеленоград, Россия). Для получения изобра-
жений использовали полуконтактный режим и кантилеверы NSG10 с ради-
усом кривизны иглы 10 нм, частота сканирования 1 Гц, размер изображе-
ния 256 × 256 точек. 

Проведение измерений. АСМ- и КР-изображения получали на од- 
них и тех же клетках без перемещения образца последовательно, сначала 
АСМ-изображение, затем КР. Для получения светового и ЛИМ-изобра-
жений на тех же клетках суспензию водорослей, нанесенную на разме-
ченное стекло, после проведения АСМ- и КР-измерений и добавления 
раствора глицерина помещали на зеркальную подложку, находили соот-
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ветствующий квадрат стекла и группу клеток, затем регистрировали све-
товые и ЛИМ-изображения. 

Результаты и их обсуждение. Идентификация распределения структур 
и молекул пигментов в клетке водоросли с использованием КР-микро-
спектроскопии, АСМ и ЛИМ. В результате исследования получены изобра-
жения трех групп клеток (2, 4 и 4 клетки) Предложенный здесь алгоритм 
позволил получить изображения одних и тех же клеток с помощью метода 
световой микроскопии (в белом свете), АСМ, КР (представлена общая ин-
тенсивность (интеграл) спектра и площадь под полосой 1530 см–1, пропор-
циональная содержанию каротиноидов), методом ЛИМ (при возбуждении 
лазером 532 нм), а также поглощения (при освещении лазерами длиной 
волны 532 и 650 нм). 

В работе использовали клетки штамма микроводоросли H. lacustris 
NAMSU BМ1, которая характеризуется сложным жизненным циклом. Од-
новременно в культуре присутствую различные жизненные формы разной 
морфологии [26]: 1) вегетативные клетки размером 4…12 мкм, окрашен-
ные в зеленый цвет; 2) формирующиеся гематоцисты, частично окрашен-
ные в красный цвет; 3) зрелые гематоцисты — крупные клетки диаметром 
до 20 мкм и более, полностью окрашенные в красный цвет за счет накоп-
ления вторичного каротиноида астаксантина; 4) автоспорангии — струк-
туры вегетативного размножения содержащие 4–16 автоспор (рис. 2, а). 
Иногда в культуре идентифицируются подвижные зооспоры, имеющие  
на переднем конце два жгутика, которые лишены клеточной стенки и по-
крыты снаружи желатиновой капсулой, соединяющейся с протопластом 
тяжами. 

Внутриклеточная организации клеток существенно зависит от мор-
фотипа клеток. Так, зрелые неподвижные вегетативные зеленые клетки 
микроводоросли имеют четко очерченную клеточную стенку, к которой 
примыкает цитоплазматическая мембрана. В пристенной области цито-
плазмы клетки располагается крупный чашевидный хлоропласт (хромато-
фор), в котором выявляются несколько пиреноидов (представляют собой 
центры синтеза сахаров) и крахмальные зерна. В центре клетки располага-
ются ядро, немногочисленные липидные глобулы (жировые капли)  
и другие органеллы [33]. В хлоропласте локализован фотосинтетический  
аппарат микроводоросли, включая хлорофиллы a и b и первичные кароти-
ноиды. Схематическое изображение вегетативной клетки H. lacustris при-
ведено на рис. 2, б. В стрессовых условиях вегетативные клетки трансфор-
мируются в гематоцисты, которые имеют совершенно другое строение: 
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Рис. 2. Различные морфотипы клеток H. lacustris в культуре (а) и схематическое 
изображение вегетативной клетки (б): 

1 — цитоплазма; 2 — липидные глобулы и клеточные органеллы; 3 — ядро;  
4 — клеточная стенка и плазматическая мембрана; 5 — крахмальные зерна;  

6 — хроматофор; 7 — пиреноид 

клеточная стенка утолщается, клетка окрашивается в ярко-красный цвет  
за счет накопления в цитоплазме вторичного каротиноида астаксантина, 
размеры хлоропласта значительно уменьшаются, и он располагается в цен-
тре; по периферии клетки находятся крупные липидные глобулы, окра-
шенные в ярко-красный цвет. В целом протопласт вегетативной клетки 
представляет собой достаточно плотную структуру, основным компонен-
том которого является примыкающий к оболочке чашевидный хромато-
фор. Особенности внутреннего строения влияют на полученные разными 
методами изображения и спектры. 

КР-микроспектроскопия клеток водоросли. При применении синих  
и зеленых лазеров КР-сигнал молекул каротиноидов значительно превосхо-
дит сигнал от других биологических молекул. Это обусловлено тем,  
что при таких длинах волн возбуждения регистрируются спектры резо-
нансного КР, в результате чего сигнал может быть усилен в 1000 раз  
и более [34]. Поэтому наличие даже небольшого числа каротиноидов в со-
ставе объекта приводит к появлению типичных для каротиноидов полос  
в регистрируемых спектрах. В таком случае полосы каротиноидов являлись 
основными в регистрируемых спектрах (рис. 3). Поскольку первичные  
каротиноиды, в основном, могут находиться в хромофоре, участки с выра-
женными полосами, характерными для каротиноидов (~ 1000, ~ 1160  
и ~ 1530 см–1 [34]), являются маркерами расположения хромофора на изоб-
ражении клетки. Согласно изображению на рис. 3, б, максимальное число 
каротиноидов распределено по периферии клетки, что позволяет судить  
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Рис. 3. Изображения клеток водоросли H. lacustris: 
а — в проходящем свете, черный отрезок соответствует длине 5 мкм;  

б — КР-изображение клеток водоросли, по оси Z отложена площадь пика  
с максимумом при 1520 см–1 (1 — хроматофор; 2 — центр клетки; 3 — подложка);  

в — АСМ-изображение; г — ЛИМ-изображение; д — КР-спектры с различных участков 
водоросли (точки 1–3 на рис. 3, б); е — сравнение профилей изображений, полученных 

различными методами (положение сечений показаны линиями белого цвета  
на рис. 3, б, в, г; КР-профиль (—), АСМ- (—) и ЛИМ-изображения (—)) 
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о локализации хроматофора. На профиле КР-изображения (рис. 3, е, кривая 
красного цвета) в середине клетки число каротиноидов меньше, чем по кра-
ям, поскольку центральную часть клетки занимают другие органеллы. 

ЛИМ и АСМ клеток водорослей. АСМ-изображение представлено  
на рис. 3, в. Установлено, что клетки имеют выпуклую шаровидную фор-
му, в центре наблюдается возвышение, которое, возможно, соответствует 
положению ядра в центре клетки. Используя АСМ-изображения, также 
можно оценить геометрические размеры клетки. 

ЛИМ-изображение тех же клеток показано на рис. 3, г. Оптическая 
разность хода (ОРХ) в точке, измеряемая ЛИМ, представляет собой ве-
личину, пропорциональную геометрической толщине и показателю пре-
ломления биологического образца, в свою очередь он линейно пропор-
ционален концентрации вещества): 0)ОРХ ( ,i ik k z  где k  — показатель 
преломления объекта в точке; 0k  — показатель преломления среды (по-
казатель преломления глицерин:вода в соотношении 1:1); iz  — толщина 
объекта в точке. 

Значение ОРХ можно интерпретировать как количество вещества  
в рассматриваемой точке объекта. Из распределения ОРХ ЛИМ следует, 
что количество вещества распределено неравномерно и не совпадает  
с АСМ-изображением. При сравнении выбранных ЛИМ- и АСМ-профилей 
(см. рис. 3, е) можно сделать вывод, что в центре клетки содержатся компо-
ненты с высоким показателем преломления (ядро и гранулы), в левой части 
(где ЛИМ- и АСМ-профили не совпадают) располагаются органеллы  
с низким показателем преломления, возможно, вакуоль. Область клетки  
с низкими значениями ОРХ совпадает с областью максимальных значений 
содержания каротиноидов (по КР-профилю). Возможно, в этой области 
хроматофор находится над/под вакуолью. Можно также предположить, 
что молекулы каротиноидов локализованы в области с меньшей плотно-
стью цитоплазмы (вакуоль) клетки водоросли, например, в виде липидных 
глобул или включений. 

Следовательно, представленные на изображениях клетки возможно 
представляют собой вегетативную форму H. lacustris. Сопоставление се-
чений рельефа поверхности клетки (АСМ), распределения ОРХ и локали-
зации молекул каротиноидов (КР) указывает на сложную трехмерную ор-
ганизацию клеток водоросли H. lacustris, которую можно исследовать 
выбранными методами. 

Особенности АОТ клетки водоросли. В процессе исследования реали-
зована возможность анализа пространственной структуры клеток с по-
мощью АОТ на примере микроводоросли H. lacustris (80…100 мкм). Оче-
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видно, что субклеточная структура этих клеток сложная и полученные 
методами обычной микроскопии изображения не позволяют получать 
детальное 3D-распределение вещества цитоплазмы. Отметим, что при-
менение оптической фазовой томографии также не дало приемлемых ре-
зультатов, так как сильное поглощение не позволило восстановить фазу 
прошедшего излучения в клетке. Именно использование АОТ дало воз-
можность решить эту задачу, однако для компенсации дифракционных 
эффектов, которые возникают вследствие мелкой структуры внутри 
клетки, необходимо разработать специальный алгоритм острой фокуси-
ровки. Отметим, что такой подход перспективен для исследования дина-
мики субклеточных структур в режиме метода локальной томографии. 
Результаты теоретических исследований и математического моделирова-
ния локальных алгоритмов томографии представлены в [28]. 

С использованием разработанных методов получены томограммы 
коэффициента поглощения микроводоросли H. lacustris, позволяющие 
исследовать ее внутреннюю структуру. Параллельные, последовательные 
сечения клетки (перпендикулярно оптической оси прибора) приведены 
на рис. 4. Толщина клетки составляет около 35 мкм. Другие использован-
ные методы не позволяют полностью оценивать объекты такой толщины. 

На полученных сечениях четко видна клеточная стенка. В среднем 
ряду (центральная часть клетки) расположена большая структура непра-
вильной формы, примыкающая к клеточной стенке, которая, по-види-
мому, представляет собой хроматофор. Внутри структуры находятся ша-
рообразные участки с меньшим коэффициентом поглощения (крайне 
правое сечение в центральном ряду и нижний ряд), которые, скорее все-
го, являются пиреноидами. Области клетки, не занятые хроматофором 
(нижний ряд), заполнены мелкими объектами, которые представляют 
собой различные клеточные органеллы (липидные глобулы). На основа-
нии изложенного можно предположить, что на рис. 4 приведены сечения 
микроцисты H. lacustris. 

Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о возмож- 
ности исследования морфологии клеток водорослей методами АСМ,  
ЛИМ и КР-микроспектроскопии, а также АОТ.  Метод АСМ позволяет по-
лучать информацию о поверхности клетки и ее геометрических размерах, 
ЛИМ — о показателе преломления и количестве вещества в определенной 
точке клетки, КР-микроспектроскопия — изучать состав клетки в каждой 
точке, судить о конформации основных молекул. В случае водорослей  
КР-изображения дают информацию о распределении и структуре молекул 
каротиноидов. 
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Рис. 4. Сечения параллельных предметному стеклу изображений клетки 
водоросли H. lacustris на расстоянии от поверхности клетки z = 1 (а), 4 (б),  

7 (в), 10 (г), 13 (д), 16 (е), 19 (ж), 22 (з), 25 (и), 28 (к), 31 (л), 34 мкм (м);  
длина белой линии на сечении 10 мкм 

 
Проведенные экспериментальные исследования свидетельствуют о том, 

что АОТ сильно поглощающих объектов позволяет хорошо визуализи-
ровать морфологию внутренней структуры клеток. Использование алго-
ритмов острой фокусировки при наборе проекционных данных дает воз-
можность существенно ослабить влияние эффектов рассеяния излучения  
на внутренних органеллах клетки, несмотря на некоторое увеличение вре-
мени сбора данных. Однако хорошие морфометрические данные не позво-
ляют определять состав и количество различных веществ внутри клетки во-
доросли. Предлагаемый комплексный подход к измерению внутренней 
структуры клетки за счет применения различных методов микроскопии су-
щественно расширяет возможности исследования. 
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Abstract Keywords 
Atomic force microscopy, laser interference microsco-
py, Raman microspectroscopy and optical absorption 
tomography are used to study morphology and distri-
bution of the green microalga Haemotococcus lacustris 
cell structure. The paper shows that using Raman mi-
crospectroscopy makes it possible to identify position 
of separate cellular structures (chloroplasts), composi-
tion and conformation of the pigment molecules (ca-
rotenoids), atomic force microscopy, including the cell 
lateral and vertical size and laser interference micros-
copy, to determine the substance refraction indicator 
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and consenquently the substance local concentration 
in a cell. This allows obtaining information about in-
tracellular structures. Using the absorption optical 
tomography makes it possible to receive three-dimen-
sional images of microalga Haemotococcus lacustris 
translucent cells, which have a rather complex struc-
ture, as well as to visualize the algae cell subcellular 
structures despite the light strong absorption inside the 
cell. Thus, integrated use of atomic force and laser 
interference microscopy, Raman microspectroscopy 
and absorption optical tomography allows significantly 
expanding research capabilities and obtaining detailed 
and comprehensive information about both the cell 
geometry and the subcellular structures distribution, 
as well as about their molecular composition and pig-
ment conformation 
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