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TRAVAUX PRATIQUES DE BIOLOGIE ANIMALE N° : 00
COUPES HISTOLOGIQUES

Préparation des coupes histologique a I’observation au microscope photonique

Pour une observation au microscope photonique, 1’échantillon doit étre de faible épaisseur (2 a 10 pum)

afin de permettre le passage de la lumiére. Ainsi, lorsque le matériel biologique est massif (tissus animaux

ou végétaux : foie, cerveau, muscle, etc. ou tige, feuille, racine, etc.), il faut préalablement le débiter en

tranches fines et réguliéres, que 1’on appelle coupes histologiques.
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De plus, les cellules vivantes non pigmentées ne sont pas clairement visibles au microscope a fond clair &

cause de la faible différence de contraste entre les cellules et I’cau. D’ou la nécessité d’utiliser des

colorants spécifiques pour une observation correcte.
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Etapes du protocole JsSsigll <l ghi
Les étapes du protocole sont les suivantes: (b LS (& J S gig sl &l ghd

1. Fixation : la fixation a pour but de tuer les cellules tout en modifiant le moins possible leurs structures
internes. On utilise a cet effet des mélanges variés : acides (acide acétique), alcools, aldéhydes (formol),
etc.
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2. Déshydratation : (stall 4 j1) ciliia)

La déshydratation a pour but d’éliminer I’eau de 1’échantillon et de la remplacer par un solvant du milieu
utilisé pour I’inclusion ; elle consiste en une série de bains dans des alcools de plus en plus concentrés.
Un dernier bain est réalis¢ dans un mélange alcool/solvant organique du milieu d’inclusion, pour arriver
enfin a avoir I’échantillon dans ce solvant pur : xyléne, toluéne. . .
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3. Inclusion : (el
L’inclusion a pour objectif d’imprégner totalement les cellules d’une substance durcissante, qui permettra
une coupe fine et régulicre. Cette substance, dont les molécules remplacent en fait les molécules d’eau
initiales, est souvent la paraffine qui est liquide & 60 °C et dure a la température ambiante ; soluble dans
les solvants cités plus haut, elle pénétre tres aisément dans les tissus. Apres plusieurs bains a 60 °C et
durcissement de la paraffine, on obtient un « bloc »qui pourra étre correctement coupé et qui sert aussi de
moyen de stockage des échantillons.
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4. Coupe : aaill
La coupe a pour but de réaliser des sections fines (de 2 & 10 um d’épaisseur) et transparentes de 1’objet
inclus. On utilise un microtome, muni d’un rasoir métallique et d’un systéme mécanique qui donne des
coupes sériées ; celles-ci sont collées sur des lames de verre, séchées et déparaffinées avec du xylene ou
du toluene. Seule la matiére organique de la coupe subsiste sur la lame.
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5. Coloration :  ¢ustil
De nombreux colorants — plus ou moins spécifiques — peuvent étre utilisés pour observer les structures
cellulaires : bleu de méthyléne, vert de méthyle, rouge Soudan IlI...
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