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La microscopie 

1 –La microscopie  

La microscopie est un ensemble de techniques permettant d’obtenir une image des structures 

biologiques. Elle permet de rendre visible les éléments invisibles à l’œil nu, soit par leur taille, soit 

par leurs couleurs. 

La microscopie est un ensemble de techniques d’imagerie des objets de petites dimensions. L’unité 

de mesure utilisée en microscopie est le µ, µm, nm et A °. L’appareil utilisé pour rendre possible 

cette observation est appelé un microscope. 

Le pouvoir séparateur est la capacité de distinguer deux points adjacents comme distincts. L’œil a la 

capacité de distinguer des particules d’un diamètre pouvant atteindre 0,1 μm. Toutefois, elles doivent 

être séparées entre elles d’une distance d’au moins 5 μm. Le pouvoir séparateur de l’œil est de 5 μm. 

La qualité d’un microscope ne dépend pas du grossissement, mais du pouvoir séparateur, c’est-à-dire 

de la capacité que possède cet instrument pour séparer 2 points voisins. Rien ne sert d’agrandir une 

image qui serait floue 

2 -Principe 

Le principe est dans tous les cas le même : une onde est envoyée sur la préparation ou émise par la 

préparation. Cette onde est captée par un objectif qui la concentre et passe par un oculaire qui crée 

une image observable, cette image est soit observée à l’œil nu, soit photographiée, soit enregistrée 

par caméra et stockée sur ordinateur pour retraitement 

3 -Types de microscopie. 

La microscopie est divisée en deux grands groupes : 

• la microscopie optique  

• la microscopie électronique 

3-1 -La microscopie optique 

Appelée aussi microscopie photonique. Elle consiste à grossir l’image optique d’un objet de petites 

dimensions en utilisant un microscope optique. Cet appareil utilise des lentilles optiques pour former 

l’image en contrôlant le faisceau lumineux et pour illuminer l’échantillon. Elle permet l’observation 

de la structure globale des cellules eucaryotes. Les meilleurs microscopes optiques sont limités à un 

grossissement de 2000 fois 

3-2 -La microscopie électronique 

Un faisceau d’électrons est utilisé pour produire une image. L’objet est bombardé par un faisceau 

d’électrons. Le microscope électronique utilise des lentilles électrostatiques et des lentilles 

magnétiques pour former l’image. Le ME révèle l’ultrastructure des cellules eucaryotes et permet 

une observation plus poussée de la structure procaryote. La longueur d’onde d’un faisceau 
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d’électrons est plus courte que celle de la lumière résultant en une meilleure résolution, allant jusqu’à 

2 millions de fois. 

 

 

Microscope électronique 

 

3-3 -Microscopie à balayage de sonde 

Les nouvelles techniques en microscopie : microscopie à balayage de sonde. Elle possède une 

résolution très élevée et peut être utilisée pour observer des structures très petites, et ce, jusqu’au 

niveau atomique.  

Elle détermine les caractères de surface en balayant la surface de l’objet avec une sonde ponctuelle. 

Elle peut atteindre des grossissements de 100 millions et permet de voir les atomes à la surface d’un 

solide.  

 

 

 

 

 

Molécule d’ADN observé par microscopie à balayage de sonde 

Microscope optique 
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4 –Types de microscope photonique 

Il existe plusieurs types de microscopes photoniques :  

Le microscope à fond clair/à fond noir  

Le microscope à contraste de phase  

Le microscope à fluorescence  

Le microscope confocal 

 4-1 -Le microscope à fond clair/à fond noir  

Le champ qui entoure l’échantillon apparaît noir, tandis que l’objet lui-même est brillant. Il est utilisé 

pour augmenter les contrastes des objets transparents et difficilement observables au MO classique. 

Utilisé pour observer des structures vivantes et en déplacement non colorés comme des bactéries ou 

des organismes unicellulaires. 

 

Image d’une puce d’eau observée au microscope à fond noire. 

4-2 -La microscopie en contraste de phase 

Cette technique permet d’observer les cellules sans préparation ni coloration dans leur milieu 

d’origine (culture cellulaire). Le principe est basé sur le fait que les structures biologiques sont 

transparentes (n’absorbe pas la lumière transmise), mais elles ont un indice de réfraction différent. 

Par exemple, le noyau d’une cellule apparaitra sombre dans le cytoplasme environnant, le contraste 

est excellent.  

A l’observation, on voit une image en noir et blanc où les différentes structures apparaissent bordées 

de blanc d’un côté et de noir de l’autre. 
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4-3 -La Microscopie à fluorescence 

On éclaire l’échantillon avec une lumière ultra-violette, violette ou bleue. Habituellement, les 

échantillons sont contrastés par un colorant appelé fluorochrome. Deux colorants très utilisés sont : 

la rhodamine (émet une lumière rouge) et la fluorescéine (lumière verte). Elle permet d’obtenir une 

image de l’objet résultante de la lumière fluorescente émise par le spécimen.  
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4-4 -La microscopie confocale 

C’est un microscope qui permet de réaliser des images de très faible profondeur de champ. En 

positionnant le plan focal de l’objectif à différents niveaux de profondeur dans l’échantillon. On 

réalise une série d’images à partir desquelles on peut obtenir une représentation tridimensionnelle. 

L’objet n’est pas directement observé par l’utilisateur, mais recomposé par un ordinateur. 

La plupart du temps, on utilise un laser comme source de lumière. Un rayon laser focalisé touche un 

point de l’échantillon. Un ordinateur compile les images générées par chaque point afin de 

reconstruire une image tridimensionnelle.  

5 –Types de microscope électronique 

Il existe deux variantes de la microscopie électronique :  

• La microscopie à transmission 

•  La microscopie à balayage 

5-1 -La microscopie électronique à transmission 

Elle utilise comme rayonnement des électrons. L’observation est sous ultravide. Les échantillons 

sont sous forme de lames extrêmement fines (50 nanomètres). L’image obtenue peut être vue sur un 

écran. L’échantillon apparaît blanc sur un fond sombre. Les régions plus épaisses de l’échantillon 

diffracteront plus d’électrons et apparaîtront plus sombres.  

Dans son principe, elle ressemble à la MO : les électrons sont diffractés lorsqu’ils traversent 

l’échantillon. Le faisceau d’électrons est focalisé par des lentilles magnétiques pour former une 

image visible agrandie de l’échantillon sur un écran fluorescent.  

5-2 -La Microscopie électronique à balayage 

Elle utilise des électrons. L’observation est sous ultravide. Ce microscope produit une image 

tridimensionnelle 3D de la surface avec une grande profondeur de champ.  

Utilisée surtout pour étudier la surface des cellules et des tissus plutôt que les organites 

subcellulaires. Produit une image à partir des électrons réfractés par la surface de l’objet plutôt qu’à 

partir des électrons transmis. L’image produit une impression de relief avec des zones claires et des 

zones d’ombres. 
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Étape de préparation des échantillons en vue d’être observés par microscope : 

 


