
2.2. Microscopie 

à  

fluorescence 



Microscopie à fluorescence :  

Technique d'imagerie microscopique qui exploite la propriété de fluorescence de 

certaines molécules, appelées fluorophores.  

 

Ces fluorophores, lorsqu'excités par une source de lumière spécifique, émettent de 

la lumière à une longueur d'onde plus élevée.  

 

En détectant cette lumière émise, on peut visualiser la distribution spatiale des 

fluorophores dans un échantillon biologique, permettant ainsi d'étudier la structure 

et la fonction des cellules et des tissus à l'échelle microscopique. 

Un fluorophore (ou fluorochrome) est 
un colorant fluorescent utilisé pour 

marquer des protéines, des tissus et 

des cellules afin de les examiner par 

microscopie à fluorescence. 



En d'autres termes, la microscopie à fluorescence permet de voir des molécules 

spécifiques dans une cellule ou un tissu en les faisant briller. Cela est particulièrement utile 

pour étudier les processus biologiques dynamiques et localiser des biomolécules d'intérêt. 



Les principaux éléments d'un microscope à fluorescence sont : 

• Une source de lumière excitatrice (lampe à arc, laser) 

• Des filtres pour sélectionner les longueurs d'onde d'excitation et d'émission 

• Un objectif pour focaliser la lumière 

• Un détecteur (caméra CCD, PMT) pour capter la lumière émise 







Le principe de base :  

l'excitation et l'émission de lumièreLes fluorophores :  

Ce sont des molécules qui ont la capacité d'absorber de la lumière à une 

certaine longueur d'onde (excitation) et de réémettre de la lumière à une 

longueur d'onde légèrement supérieure (émission). 



Les filtres : Un microscope à fluorescence est équipé de filtres qui 

sélectionnent les longueurs d'onde d'excitation et d'émission.  

Cela permet d'exciter spécifiquement un fluorophore donné et de ne 

détecter que la lumière émise par ce fluorophore. 



Comment attribuer une couleur à une structure ? 

Marquage spécifique :Les anticorps : On utilise souvent des anticorps couplés 

à des fluorophores. Ces anticorps reconnaissent spécifiquement une protéine 

d'intérêt (par exemple, une protéine de la mitochondrie).  

Lorsque l'anticorps se fixe à la protéine, le fluorophore associé émet de la 

lumière. 

Les protéines fluorescentes : Certaines protéines, comme la GFP (Green 

Fluorescent Protein), émettent de la lumière de manière naturelle. On peut 

fusionner le gène codant pour cette protéine avec le gène de la protéine 

d'intérêt pour la visualiser directement dans la cellule. 





Choix des fluorophores :Différentes couleurs : Il existe une grande 

variété de fluorophores qui émettent de la lumière de différentes 

couleurs (vert, rouge, bleu, etc.). 

Spectre d'émission : Les filtres du microscope sont ajustés pour ne 

détecter que la lumière émise par le fluorophore choisi.  

Ainsi, si on veut visualiser une protéine marquée avec un fluorophore vert, 

on utilisera un filtre qui ne laisse passer que la lumière verte. 



Les protéines vertes : Si on observe des parties vertes dans une cellule, cela 

signifie que ces parties contiennent une protéine marquée avec un fluorophore 

vert. Cette protéine pourrait être, par exemple, une protéine membranaire 

localisée dans tout le cytoplasme. 

Les mitochondries rouges : Si on observe des parties rouges, cela signifie que 

ces parties contiennent une protéine mitochondriale marquée avec un 

fluorophore rouge.  

Par exemple, on pourrait utiliser un anticorps dirigé contre une protéine de la 

membrane interne de la mitochondrie. 

 

 les protéines vertes et les mitochondries rouges 



la couleur observée en microscopie à fluorescence dépend de la nature du 

fluorophore utilisé pour marquer la structure d'intérêt. En choisissant des 

fluorophores avec des spectres d'émission différents, on peut visualiser 

simultanément plusieurs structures cellulaires colorées de manière 

spécifique. 

Il est essentiel de bien contrôler les conditions expérimentales 

et d'utiliser des contrôles négatifs pour s'assurer que la 

fluorescence observée est bien spécifique à la structure que 

l'on souhaite étudier. 



Les fluorophores sont effectivement introduits dans les échantillons 

avant l'observation en microscopie à fluorescence. C'est une étape 

cruciale de la préparation de l'échantillon qui permet de visualiser 

spécifiquement les structures ou molécules d'intérêt. 

Pourquoi avant l'observation ? 

Marquage spécifique : Les fluorophores se lient à des molécules cibles 

(protéines, acides nucléiques, etc.) grâce à des anticorps ou des protéines 

fluorescentes fusionnées. Ce couplage permet de localiser avec précision 

ces molécules dans la cellule. 

Excitation et émission de lumière : C'est en excitant ces fluorophores 

avec une source lumineuse spécifique que l'on obtient l'émission de 

fluorescence, qui sera ensuite détectée par le microscop 



La préparation des échantillons, étape par étape : 

1. Fixation: L'échantillon (cellule, tissu) est fixé pour préserver sa structure et 

empêcher toute dégradation. 

2. Perméabilisation: La membrane cellulaire est perméabilisée pour permettre 

aux fluorophores et aux anticorps d'accéder aux structures intracellulaires. 

3. Incubation avec les fluorophores : L'échantillon est incubé avec les 

fluorophores couplés aux molécules d'intérêt. 

4. Lavage: Des lavages sont effectués pour éliminer l'excès de fluorophores non 

liés. 

5. Montage: L'échantillon est monté sur une lame de microscope avec un milieu de 

montage approprié. 



Les différents types de fluorophores: Les fluorophores organiques, les protéines 

fluorescentes, les nanoparticules fluorescentes, etc. 

Les techniques de marquage: Immunofluorescence directe, indirecte, marquage 

par fusion protéique, etc. 

Les précautions à prendre: La photoblanchiment, la phototoxicité, la stabilité des 

fluorophores, etc. 



Voici quelques exemples courants de fluorophores et leurs applications : 

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) : 

Émet une lumière bleue lorsqu'il est excité. 

Se lie spécifiquement à l'ADN, ce qui permet de visualiser le noyau et la 

chromatine 



Voici quelques exemples courants de fluorophores et leurs applications : 

Hoechst 33342 :  

Similaire au DAPI, il émet également une lumière bleue et se lie à l'ADN. 

Souvent utilisé en combinaison avec d'autres fluorophores pour une coloration 

multiple. 



Voici quelques exemples courants de fluorophores et leurs applications : 

Alexa Fluor 488 : 

Émet une lumière verte.Très polyvalent, il peut être couplé à différents anticorps 

ou protéines pour marquer une grande variété de structures cellulaires, comme les 

microtubules, les filaments d'actine, ou des protéines spécifiques. 



Voici quelques exemples courants de fluorophores et leurs applications : 

Texas Red : 

Émet une lumière rouge.Comme l'Alexa Fluor 488, il est souvent utilisé pour 

marquer des protéines spécifiques ou des structures cellulaires. 

Protéines fluorescentes (GFP, RFP, YFP, etc.) : 

Ces protéines sont génétiquement fusionnées à des 

protéines d'intérêt. 

Elles émettent de la lumière de différentes couleurs 

(verte, rouge, jaune) et permettent de suivre la 

localisation et le mouvement de protéines 

spécifiques dans la cellule vivante 



Choix du fluorophore 

Le choix du fluorophore dépend de plusieurs facteurs : 

•La spécificité de la cible: Le fluorophore doit se lier spécifiquement à la molécule 

ou à la structure que l'on souhaite visualiser. 

•La couleur d'émission: Les fluorophores doivent avoir des spectres d'émission 

différents pour éviter la superposition des signaux en cas de marquage multiple. 

•La compatibilité avec d'autres fluorophores: Il est important de choisir des 

fluorophores qui ne s'éteignent pas mutuellement (phénomène de quenching). 

•La nature de l'échantillon: Certains fluorophores sont mieux adaptés aux 

échantillons fixés, tandis que d'autres peuvent être utilisés sur des cellules 

vivantes 



En conclusion, la microscopie à fluorescence est une technique puissante 

qui permet d'obtenir des images détaillées de cellules et de tissus. 

 Le choix judicieux des fluorophores est essentiel pour obtenir des 

résultats précis et significatifs. 

La microscopie à fluorescence trouve de nombreuses applications dans le 

domaine de la sécurité alimentaire. Elle permet de détecter et 

d'identifier rapidement et précisément divers contaminants ou 

altérations dans les aliments. 



Voici quelques exemples concrets : 

Détection de bactéries pathogènes: En marquant spécifiquement 

certaines bactéries (comme Salmonella, E. coli) avec des fluorophores, on 

peut les visualiser dans les aliments et évaluer le niveau de contamination.  

Identification de parasites: Les parasites présents dans les aliments 

peuvent être détectés grâce à des anticorps fluorescents dirigés contre 

des antigènes spécifiques à ces parasites.  

Détection de cellules eucaryotes: La microscopie à fluorescence permet 

de différencier les cellules eucaryotes (comme les levures) des bactéries, 

facilitant ainsi l'évaluation de la qualité microbiologique des aliments.  



Analyse des allergènes: En marquant les protéines allergènes avec des 

fluorophores, on peut détecter leur présence dans les aliments, ce qui est crucial 

pour les personnes souffrant d'allergies alimentaires.  

Évaluation de la qualité des fruits et légumes: La microscopie à fluorescence 

permet d'évaluer l'état de maturité des fruits et légumes, de détecter les 

premières altérations et de mesurer la teneur en certains composés bioactifs.  

Détection de fraudes alimentaires: En analysant la composition des aliments au 

niveau cellulaire, la microscopie à fluorescence peut aider à détecter les fraudes 

alimentaires, comme la substitution d'espèces plus chères par des espèces moins 

coûteuses. 



En résumé, la microscopie à fluorescence est un outil précieux pour 

garantir la sécurité et la qualité des aliments. Elle permet de 

détecter rapidement et précisément une large gamme de 

contaminants, d'allergènes et d'altérations, contribuant ainsi à 

protéger la santé des consommateurs. 


