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• La plupart des observations microscopiques se font sur des lames de verre généralement recouvertes d’une lamelle. L’échantillon 

doit être de faible épaisseur de manière à pouvoir être traversé par la lumière. Plus l’on souhaite observer à un fort grossissement, 
plus l’épaisseur doit être fine.  

• Les éléments montés sur une lame microscopique peuvent être frais ou séchés, hydratés ou désyhydratés (de manière naturelle ou 
artificielle)… Le milieu de montage peut être l’eau ou un milieu de montage plus pérenne (Baume du Canada, Eukit…) lorsque la 
lame est destinée à être conservée ; il faut alors très fréquemment déshydrater et fixer l’échantillon à l’aide de solvants organiques.  

• On peut en outre colorer les lames de manière à mettre en évidence tel ou tel type de constituants (tableau I).  
 

 TABLEAU I. Quelques colorants fréquents à connaître. Beaucoup de préparations de biologie végétale seront 
colorées au carmino-vert (le carmin acétique colore la cellulose en rose et le vert d’iode colore la lignine en vert). 
D’après PEYCRU et al. (2013).  

 

 
• Certaines préparations ne nécessitent pas de coupe mais supposent un frottis ou une simple mise en suspension de l’échantillon. 

La coupe peut aussi être réalisée avec une lame de rasoir, même si le résultat artisanal obtenu est souvent décevant (voir les TP de 
biologie végétale).  

• Dans les TP réalisés en classe préparatoire, les préparations seront en milieu aqueux (point technique). On peut y ajouter un peu de 
glycérine pour limiter l’évaporation (mais un effet « graissant » est alors à déplorer).  

 

 
➢ Pour réaliser un montage entre lame et lamelle en milieu aqueux, respectez le protocole suivant : 
▪ mettez une petite goutte d’eau (ce peut être de l’eau glycérinée si l’on veut limiter un peu l’évaporation) sur la lame ; 
▪ prélevez l’élément à monter de la façon adéquate (utilisation de pinces fines, utilisation de moelle de sureau et d’un scalpel pour faire une coupe de 

tissu…) ; 
▪ disposez l’élément à monter dans la goutte d’eau sur la lame ; 
▪ couvrez d’une lamelle, en approchant la lamelle latéralement et obliquement comme sur la figure ci-dessous et en lâchant lorsque la goutte d’eau 

adhère à la lamelle (cela permet une bonne cohésion lame-lamelle et évite les bulles d’air) :   
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▪ Si besoin : écrasez la lamelle verticalement et délicatement (l’épaisseur de l’objet à observer doit être la plus fine et la plus homogène possible), sans 

rompre la lamelle, ni évacuer toute l’eau.  
▪ On peut utiliser un peu de papier Joseph pour éponger le trop-plein d’eau (sans aspirer toute l’eau néanmoins !). On peut rajouter un tout petit peu 

d’eau par le côté de la lamelle en cas de déshydratation.  
 

 

 
 

 
 

 FIGURE 1. Coupes d’échantillons par microtome. D’après BREUIL (2007). 
 

• De nombreuses préparations microscopiques supposent la réalisation de coupes. L’échantillon est préalablement inséré dans un 
milieu solide (c’est l’inclusion), souvent après fixation. Le milieu solide est classiquement la paraffine mais il existe des matériaux 
composites plus modernes.   

• Les préparations sont alors coupées par un microtome (figure 1). Les coupes font de 0,5 à 100 µm d’épaisseur. Elles sont ensuite 
souvent colorées, déshydratées et montées dans un milieu pérenne quand elles sont destinées à être conservées.  
 

En classe, on peut réaliser des coupes à la main avec une lame de rasoir en plaçant l’échantillon à coupe dans de la moelle de sureau.  
 

En microscopie électronique, un traitement particulier de l’échantillon est nécessaire. Les coupes pour le MET sont très fines (de l’ordre de 50 nm !) et 
réalisées avec un ultramicrotome. Le dépôt se fait non sur du verre mais sur un grillage métallique.  

 
 

 
• Tout système de microscopie permet, par l’utilisation d’un rayonnement (lumineux, électronique), d’observer des structures 

invisibles à l’œil nu.  
 

 
• Le microscope optique (MO) ou microscope photonique (MP) repose sur la traversée par des ondes lumineuses de l’échantillon 

sur une lame de verre, le grossissement de l’image par la déviation des ondes lumineuses par des lentilles et un système de 
réflecteurs amenant l’image jusqu’aux oculaires (d’un à trois), eux aussi munis d’une lentille (figure 2).  

• Principes d’utilisation et vocabulaire associé : voir point technique page 3 + figure 2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lamelle 

Lame 

Préparation dans l’eau 

Avancez obliquement la lamelle jusqu’à toucher 

la goutte, puis lâchez délicatement, surtout en 

cas de préparation fragile.  
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D’après le manuel de SVT de Première S (Nathan, 2007) 
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➢ Le microscope optique peut être mono-, bino- ou trinoculaire (quand il s’agit d’y ajouter un dispositif d’acquisition, appareil photo ou caméra par 
exemple).  
➢ Dans le cas d’un microscope optique binoculaire, vous devez d’abord faire la mise au point avec l’objectif sans œilleton (en fermant l’autre œil), 
puis quand l’image est nette, faites la mise au point avec l’œilleton de l’objectif qui en dispose (en fermant le premier œil) de manière à obtenir la 
même netteté. On peut ensuite observer avec les deux yeux sans revenir au réglage de l’œilleton. Il arrive aussi que les deux oculaires soient 
munis d’un œilleton.  
 

➢ Les microscopes optiques présentent trois aspects de réglage de la lumière : 
▪ La hauteur du condensateur (ou condenseur) qui joue sur la quantité de lumière concentrée sur la préparation (plus il est haut, plus il y a de 

lumière).  
▪ Le degré d’ouverture du diaphragme qui joue également sur la quantité de lumière mais aussi sur les contrastes.  
▪ L’intensité lumineuse de l’ampoule émettrice qui joue évidemment sur la quantité de lumière émise.  

Pensez absolument à jouer sur les trois tableaux, au quotidien comme au concours ! 
 

➢ La vis macrométrique n’est utilisée que pour le premier grossissement. Tous les autres réglages se font à l’aide de la vis micrométrique.  
➢ Si le réglage est impossible, il faut revenir au premier grossissement.  
➢ Attention 1 : si la vis micrométrique tourne dans le vide, revenez au gros grossissement et regardez la platine : la préparation est probablement à 
l’envers ! 
➢ Attention 2 : les observations aux forts grossissements nécessitent d’être réalisées la main sur la vis micrométrique en faisant de petits aller-et-vient 
de manière à observer la préparation dans toute son épaisseur.  
 


➢ L’utilisation du microscope à cet objectif nécessite d’ajouter une goutte d’huile sur la préparation lors du passage de l’avant-dernier au dernier 
grossissement. On veillera à nettoyer à l’alcool très soigneusement les objectifs et la préparation… ainsi que ses mains.  
 

 

 
 

 FIGURE 2. Microscopie optique. D’après BREUIL (2007). 
 

 
• Le microscope à fluorescence émet un ou plusieurs rayonnements lumineux dans des longueurs d’ondes précises qui ont la 

capacité d’exciter un fluorochrome ; celui-ci émet alors une fluorescence après excitation, ce qui permet le repérage des molécules 
ainsi mises en évidence.  

• Il existe de multiples techniques pour fixer le fluorochrome. Une des plus communes est l’immunocytochimie qui aboutit à une 
observation dite par immunofluorescence. Il s’agit de soumettre la préparation à un anticorps anti-molécule d’intérêt (anticorps 
primaire). Celui-ci est parfois directement couplé au fluorochrome mais on utilise souvent un anticorps anti-fonction constante de 
l’anticorps primaire (anticorps secondaire) couplé au fluorochrome (figures 3-4).   
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 FIGURE 3. Principe de l’immunofluorescence. D’après BREUIL (2007). 
 

 
 

 FIGURE 4. Fibroblastes en immunofluorescence.  
Actine en bleu, microtubules en vert et protéines nucléaires en rouge. INSERM (septembre 2015). 

http://www.serimedis.inserm.fr/fr/asset/fullTextSearch/searchedValue/Fibroblastes/page/1  
 

 
 

 
 

 FIGURE 5. Microscopie électronique. D’après BREUIL (2007). 

Fluorochrome 

= Molécule que l’on 

cherche à détecter  

http://www.serimedis.inserm.fr/fr/asset/fullTextSearch/searchedValue/Fibroblastes/page/1
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• La microscopie électronique permet d’observer des structures plus petites que la microscopie optique (voir 5). Elle repose sur la 
traversée de l’échantillon par un faisceau d’électrons (microscope électronique à transmission ou MET) ou la réflexion d’un 
faisceau d’électrons par l’échantillon (microscope électronique à balayage ou MEB), le tout terminant sur un dispositif 
photographique ou un écran (figure 5).  

• Les clichés (électronographies) au MET sont en deux dimensions (même si des techniques d’ombrage peuvent parfois donner une 
impression de 3D) et les clichés au MEB sont en trois dimensions. Dans tous les cas, les électronographies sont en noir et blanc, sauf 
coloriage artificiellement ajouté.  

 

 
• Un microscope confocal est un microscope qui fonctionne avec une arrivée de fins rais de lumière, prenant des images à 

différents niveaux de l’échantillon, ce qui permet (en combinant ces images) de produire des images en 3D.  

• Aujourd’hui, la plupart des microscopes à fluorescence sont confocaux.  
 

 
 

 
 

 FIGURE 6. Résolution des techniques microscopiques. D’après BREUIL (2007). 
 

• La résolution des microscopes optiques va rarement au-dessous de 0,1 µm (1 µm étant déjà une belle résolution).  

• La résolution des microscopes électroniques va jusqu’à 1 nm, voire jusqu’à l’échelle des atomes (0,1 nm) pour le MET.  
 

 
• L’étude des constituants cellulaires nécessite : 

▪ Le broyage cellulaire, réalisé mécaniquement ou par sonication (utilisation d’ultrasons) ; 
▪ L’ultracentrifugation (centrifugation à très haute vitesse, plus de 15000 tours/min) du mélange ; 
▪ La sédimentation des éléments recherchés ; la vitesse de sédimentation s’exprime en Svedberg (S) (1 S = 10–13 s). On peut soit 

appliquer des vitesses de rotation différentes pour récupérer successivement les éléments d’intérêt dans le culot 
(centrifugation différentielle) (figure 7), soit appliquer une seule vitesse de sédimentation et récupérer à différentes hauteurs 
les éléments d’intérêt (centrifugation par gradients de densité) (figure 8).  
 

Pour information, les ARNr 18S, 16S, 28S, 5S… etc. sont différenciés justement par leur vitesse de sédimentation exprimée en svedbergs d’où leur nom.  

 

 
 

 FIGURE 7. Centrifugation différentielle. D’après BREUIL (2007). 
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 FIGURE 8. Centrifugation par gradient de densité. D’après BREUIL (2007). 
 

 

 
• L’utilisation d’isotopes radioactifs permet de localiser des substances dans la cellule. On utilise par exemple des molécules contenant 

du carbone 14 14C, du phosphore 12 12P ou encore du tritium 3H (hydrogène 3)…  
 

Souvent, on soumet brièvement un support biologique à des éléments radioactifs (pulse) puis on suit le déplacement et le devenir de ces éléments au 
cours du temps (chase) ; c’est la technique du pulse-chase.  

 

• Les molécules sont ensuite révélées sur des clichés (électronographies) par autoradiographie : au sein d’une émulsion 
photographique placée sur l’échantillon, le rayonnement produit par les éléments radioactifs imprime le film photographique 
(figure 9).  

 

   

 FIGURE 9. Autoradiographie. D’après BREUIL (2007). 
 

• On peut aussi séparer les constituants cellulaires par centrifugation et doser leur radioactivité.  
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• On peut compter humainement un nombre de cellules en suspension grâce au microscope optique, en effectuant des dépôts de solution 

sur des lames avec un carroyage dessiné dans le verre (lames de MALASSEZ, THOMA…). On pourra alors extrapoler le comptage au 
volume cellulaire initial.  

• Beaucoup de ces lames carroyées sont appelées hématimètres car elles servaient historiquement au dénombrement des cellules 
sanguines.  

 

 
• La cytométrie de flux est une technique permettant de faire défiler en milieu généralement aqueux des éléments (en l’occurrence 

des cellules) à très haute vitesse devant un faisceau laser, ce qui permet le comptage des cellules ou leur caractérisation, par 
exemple en mesurant leur degré de fluorescence (mais ce peut être aussi leur coloration naturelle). Un cytomètre de flux peut faire 
défiler plusieurs millions de cellules à l’heure.  

• Le principe de fonctionnement est résumé à la figure 10.  
 

 
 

 FIGURE 10. Cytométrie de flux. D’après BREUIL (2007). 
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