
Willy SUPATTO
Laboratoire d’Optique et biosciences, École polytechnique, CNRS UMR 7645, Inserm U696
willy.supatto@polytechnique.edu

L’un des défis de la microscopie photonique en biologie est de capturer l’évolution de tissus biologiques ou
d’organismes vivants sans les perturber à des échelles multiples, avec une très grande résolution spatiale et
temporelle et une grande profondeur d’imagerie. Dans ce contexte, un enjeu est de développer des microscopes
capables d’imager à la fois vite et en profondeur dans des organismes vivants. Tandis que la microscopie
multiphoton est une référence pour l’imagerie en profondeur, le développement récent de la microscopie illuminée
par nappe a montré des résultats spectaculaires d’imagerie rapide in vivo. La microscopie multiphoton illuminée
par nappe est une nouvelle approche combinant ces propriétés : elle permet l’imagerie in vivo rapide et en
profondeur. 

Microscopie multiphoton illuminée 
par nappe : imagerie de fluorescence rapide
et en profondeur dans les tissus vivants

Imagerie en profondeur : 
les avantages de la microscopie
2PEF à balayage point par point 

En microscopie photonique, la profon-
deur d’imagerie dans les tissus biolo-
giques est limitée par leurs propriétés
optiques (diffusion, absorption, aberra-
tions) qui dégradent la qualité des images
obtenues (signal, résolution, contraste)
après avoir traversé une certaine épais-
seur de tissu. Depuis son introduction en
1990, la microscopie basée sur la fluores-
cence excitée à deux photons (2PEF, voir
encadré) s’est imposée comme la tech-
nique de fluorescence la plus efficace
pour imager en profondeur dans les tissus
biologiques [1]. Elle a trouvé de nombreux
domaines d’application en biologie (neu-
roscience, immunologie, biologie du
développement…). Comme la microsco-
pie confocale (figure 1a), l’instrument
standard de microscopie 2PEF utilise 
un balayage point par point du volume
focal dans l’échantillon (figure 1d) pour
reconstituer une image tridimension-
nelle. Comme dans la majorité des micro-

scopes, ces techniques utilisent une géo-
métrie colinéaire où les axes optiques d’il-
lumination et de détection sont alignés
(figure 2a). Par rapport à la microscopie
confocale, la microscopie 2PEF à balayage
point par point permet une profondeur
d’imagerie typiquement deux fois supé-
rieure dans les tissus diffusants. Cette per-
formance repose sur trois avantages : 
– Une meilleure pénétration du faisceau
d’illumination : la lumière infrarouge uti-
lisée en microscopie 2PEF pour exciter les
fluorophores est moins diffusée dans les
tissus biologiques que la lumière visible
utilisée en microscopie confocale. Cela
permet une meilleure pénétration dans
les tissus et une dégradation moins rapide
du volume focal en profondeur.
– Un confinement robuste de la fluores-
cence émise : la fluorescence 2PEF dépen-
dant quadratiquement de l’intensité 
d’illumination (voir encadré), elle n’est pro-
duite que dans les régions où l’intensité
d’illumination est suffisamment forte.
Ainsi, la fluorescence est confinée spatiale-
ment de façon robuste et est moins sensi-
ble à la diffusion du faisceau d’illumination.

– Une détection plus efficace de la fluo-
rescence émise : en microscopie 2PEF à
balayage point par point, l’ensemble de la
fluorescence est émise par un volume
confiné spatialement (voir encadré) et
correspondant à un pixel unique dans
l’image. Ainsi, tous les photons émis
par l’échantillon, qu’ils soient balistiques
ou diffusés par les tissus (entre le volume
focal et le détecteur) sont collectés et
contribuent au signal. Il s’agit d’une effi-
cacité de collection unique puisque dans
toutes les autres techniques, seuls les
photons balistiques (ou non diffusés)
contribuent au signal. En microscopie
confocale notamment, les photons non-
balistiques sont rejetés par une micro-
pupille (pinhole).
La microscopie utilisant un balayage point
par point (2PEF ou confocale) présente une
vitesse d’acquisition lente (typiquement
moins de 1 image/s ou 106 pi xels/s) puis -
que les images sont construites pixel par
pixel. Cette vitesse est un facteur limitant
dans de nombreuses applications biolo-
giques, en particulier lorsque des systè -
mes vivants et dynamiques sont étudiés. 
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Figure 1. Les techniques de microscopie de fluorescence et les stratégies pour améliorer vitesse d’acquisition et profondeur d’imagerie.

Imagerie rapide : illumination
par nappe, une parallélisation
ultime
Parallélisation en géométrie colinéaire

Depuis une quinzaine d’années, plu-
sieurs approches ont été explorées pour
améliorer la vitesse d’acquisition en mi -
croscopie multiphoton, souvent de façon
similaire à ce qui avait été proposé en
microscopie linéaire (figure 1). Tout d’abord,
la vitesse de balayage point par point 
peut être augmentée en utilisant, par
exemple, un scanner résonant ou un dé -
flecteur acousto-optique. La vitesse d’ac-
quisition utile est cependant limitée par 
le signal qui peut être obtenu pendant 
la durée d’acquisition d’un pixel sans cau-
ser de saturation des fluorophores ou de
dommages photo-induits. En pratique, le
temps minimal d’accumulation du signal
par pixel dans de bonnes conditions est
de l’ordre de 1 µs, correspondant à une
vitesse d’acquisition de 106 pixels/s. Pour

contourner cette limite fondamentale, la
principale stratégie consiste à paralléliser
l’illumination de l’échantillon et la détec-
tion du signal. Avec une excitation multi-
focale (figure 1b et 1e), la vitesse d’acqui-
sition globale peut être augmentée tout
en gardant le même temps d’illumination
par pixel. Néanmoins, l’augmentation de
la vitesse d’acquisition demande une aug-
mentation proportionnelle de la puis-
sance moyenne d’illumination. En micro-
scopie multiphoton, la puissance laser
disponible est souvent très vite atteinte.
De plus, l’augmentation de la puissance
d’illumination peut vite devenir destruc-
trice pour l’échantillon.

Parallélisation en géométrie orthogonale :
la microscopie illuminée par nappe

Alors que la majorité des techniques
actuelles de microscopie utilise une géo-
métrie colinéaire (figure 2a), Siedentopf et
Zsigmondy proposaient il y a plus d’un
siècle une géométrie orthogonale, où

l’axe d’illumination est orthogonal à l’axe
de détection (figure 2b). Cette géométrie
permet d’obtenir un sectionnement opti -
que en illuminant l’échantillon avec une
fine nappe (ou feuille) de lumière perpen-
diculaire à l’axe de détection. La résolu-
tion axiale (suivant z dans la figure 2b) est
déterminée par l’épaisseur de la nappe.
L’approche consistant à illuminer un
échantillon avec une nappe perpendicu-
laire à la détection est très générale : par
exemple, en hydrodynamique, la véloci-
métrie par image de particule utilise ce
principe [2]. Pourtant, son utilisation en
microscopie de fluorescence pour imager
des systèmes biologiques vivants connaît
un essor depuis moins de 10 ans [3]. Le
développement rapide de cette tech-
nique (figure 1c) a conduit à l’apparition
de nombreux noms et acronymes dans la
littérature qui rendent difficile son identi-
fication: SPIM (selective plane illumination
microscopy), OPFOS (orthogonal plane
fluorescence optical sectioning), ou LSFM

a b c

d e f

D
O

SS
IE

R I M A G E R I E  B I O L O G I Q U E

30-41-IMAGERIE BIOLOGIQUE_GAB-TECHNIQUE  19/11/12  13:41  Page34



www.photoniques.com 35

Ph
ot

on
iq

ue
s 

6
2

D
O

SS
IE

R

La fluorescence excitée à deux photons (2PEF)

Le terme de microscopie multiphoton (ou non-
linéaire) regroupe l’ensemble des techniques
d’imagerie optique basées sur une interac-
tion non-linéaire de la lumière avec l’échan-
tillon. La technique la plus répandue est la
microscopie 2PEF (2-photon excited fluores-
cence), aussi appelée « microscopie 2 pho-
tons » ou « biphotonique » [1]. Contrairement
aux techniques conventionnelles de micro-
scopie de fluorescence comme la microsco-
pie confocale (figure 1a), en microscopie
2PEF, les chromophores sont excités par l’ab-
sorption simultanée de deux photons dont
l’énergie est deux fois plus faible que celle
normalement requise lors de l’absorption à
un photon. Ainsi, des photons dans le proche
infrarouge peuvent provoquer des transitions
dans le domaine visible ou ultraviolet et

induire de la fluorescence dans le visible. 
La probabilité d’occurrence d’événements
non-linéaires étant faible, l’excitation à deux
photons nécessite une intensité lumineuse ins-
tantanée élevée. Par ailleurs, il est important
de garder une intensité moyenne raisonna-
ble pour ne pas perturber l’échantillon. Ces
deux conditions sont obtenues grâce à l’uti-
lisation de laser infrarouge en régime impul-
sionnel avec des impulsions ultra-brèves (de
l’ordre de 100 fs). Lorsque la lumière exci-
tatrice est focalisée par un objectif, la proba-
bilité d’absorption à deux photons, ayant
une dépendance quadratique en intensité,
n’a lieu qu’au voisinage du point de focali-
sation. Ainsi, contrairement au cas de l’ab-
sorption à un photon, toute la fluorescence
émise provient exclusivement du volume
focal.

Figure 2. Microscopie avec une géométrie colinéaire (a) ou orthogonale (b).

a b

Principe de fluorescence excitée à deux photons (d’après Zipfel et Webb, Cornell University).
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du volume focal d’excitation (suivant la
direction x), correspondant à environ
200 µm dans ce cas, une illumination bidi-
rectionnelle a été utilisée afin de doubler la
taille du champ de vue dans la direction x.
Le dispositif décrit à la figure 3 permet une
résolution axiale d’environ 2 µm.

2p-SPIM : plus rapide que la microscopie
2PEF à balayage point par point

Parmi les stratégies utilisées pour aug-
menter la vitesse d’acquisition en micros -
copie 2PEF, la microscopie 2p-SPIM intro-
duit un nouveau paradigme. En effet, elle
est la seule approche permettant une
augmentation de la vitesse globale d’ima-
gerie tout en permettant une longue
accumulation du signal par pixel et en uti-
lisant de faibles intensités crêtes d’illumi-
nation. Cette propriété fondamentale
résulte de la géométrie orthogonale qui
permet l’utilisation d’une faible focali -
sation de l’illumination sans perte de 
résolution axiale ni de signal fluorescent
accumulé [4]. La faible focalisation de 
l’illumination a plusieurs avantages dé -
terminants pour l’imagerie in vivo. Tout
d’abord, elle produit des intensités crêtes
faibles qui réduisent les dommages
photo-induits. Contrairement aux tech-
niques reposant sur une géométrie coli-
néaire, en 2p-SPIM, la parallélisation de
l’excitation est obtenue le long de la direc-
tion de propagation de l’illumination
(figure 3, direction x) en réutilisant la même
énergie lumineuse. Ceci permet notam-
ment d’utiliser beaucoup moins de puis-

sance laser que les approches multifocales
(figure 1e). Finalement, la faible focalisa-
tion de l’illumination est moins sensible
aux aberrations optiques in duites par
l’échantillon biologique, et la dégradation
de résolution en profondeur est moins
prononcée. Nous avons pu démontrer en
imageant le développement de l’embryon
de drosophile (fi gure 4a) que la microsco-
pie 2p-SPIM permet une acquisition rapide
tout en réduisant les dommages photo-
induits avec une augmentation raisonna-
ble de puissance laser. L’imagerie in vivo du
cœur de poisson zèbre (figure 4b) montre,
à notre connaissance, l’acquisition la plus
rapide en microscopie multiphoton, avec
plus de 107 pixels/s.

2p-SPIM : une plus grande profondeur
d’imagerie que la microscopie 1p-SPIM

En ce qui concerne la profondeur d’ima-
gerie, la microscopie 2p-SPIM conserve
les deux premiers avantages de la micro-
scopie 2PEF à balayage point par point
présentés plus hauts : une bonne pénétra-
tion du faisceau d’illumination et de la
nappe de lumière dans les tissus biolo-
giques et un confinement robuste de la
fluorescence émise limitée à la partie la
plus fine de la nappe en profondeur. Dans
les échantillons biologiques, ces avan-
tages permettent d’imager environ deux
fois plus profondément suivant la direc-
tion d’illumination qu’en microscopie
linéaire illuminée par nappe (1p-SPIM). En
particulier, la résolution axiale (figure 3,
direction z) est mieux conservée [4]. Il est
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Figure 3. Microscopie multiphoton illuminée par nappe (2p-SPIM).

(light-sheet fluorescence microscopy). Nous
utiliserons par la suite l’acronyme 1p-SPIM
pour désigner la microscopie illuminée
par nappe avec une excitation linéaire.
L’avantage principal de l’illumination par
nappe est la parallélisation de l’excitation
qui permet une vitesse d’acquisition pou-
vant facilement dépasser 107 pixels/s sans
perturber le système biologique imagé.
La principale limite est la profondeur
d’imagerie. Du coté de l’illumination, l’ex-
citation linéaire conduit à une dégrada-
tion rapide du sectionnement optique en
profondeur dans un tissu biologique : la
lumière étant diffusée, l’épaisseur de la
nappe s’élargit en profondeur et conduit
à une dégradation de la résolution axiale.
Du coté de la détection, comme en micro-
scopie confocale, seuls les photons ba -
listiques (non-diffusés) contribuent au
signal, et les photons diffusés dégradent
l’image.

Dans ce contexte, un nouveau compro-
mis entre profondeur d’imagerie et vitesse
d’acquisition a été proposé dans le groupe
du Pr. Scott E. Fraser au California Institute
of Technology et au Laboratoire d’Opti -
que et biosciences à l’École polytech-
nique avec la microscopie 2PEF illuminée
par nappe (figure 1f) [4,5], que nous dési-
gnons par 2p-SPIM. 

Microscopie mutiphoton 
illuminée par nappe (2p-SPIM)
Principe

Le dispositif 2p-SPIM que nous avons
utilisé [4,5] est schématisé à la figure 3.
Une nappe de lumière est engendrée 
en balayant rapidement (suivant la direc-
tion y) un faisceau gaussien faiblement
focalisé. Le plan illuminé est imagé sui-
vant la direction orthogonale (direction z)
par un objectif de détection sur une
caméra EM-CCD. L’illumination par un
laser femtoseconde à 940 nm permet l’ex-
citation à deux photons d’une protéine
fluorescente verte (GFP) dans l’échan-
tillon biologique. Comparé à l’utilisation
d’une lentille cylindrique pour engendrer
la nappe de lumière, le balayage rapide
d’une ligne permet d’obtenir un signal
2PEF beaucoup plus intense [4]. Enfin, le
champ de vue étant limité par l’extension

I M A G E R I E  B I O L O G I Q U E

30-41-IMAGERIE BIOLOGIQUE_GAB-TECHNIQUE  19/11/12  13:41  Page36



important de noter que la détection plein
champ en 2p-SPIM supprime le troisième
avantage cité plus haut  : l’efficacité de 
collection de la microscopie 2PEF à
balayage point par point permet quant à
elle une profondeur d’imagerie légère-
ment supérieure. 

Des résultats prometteurs

Parmi les approches en microscopie de
fluorescence proposées pour améliorer
vitesse d’acquisition et profondeur d’ima-
gerie dans les tissus biologiques, tout en
limitant les dommages photo-induits, la
microscopie 2p-SPIM tient une place singu-

lière, avec des résultats prometteurs [4,5].
Les nombreuses directions possibles pour
optimiser davantage cette approche, no -
tamment concernant la détection du signal
fluorescent, promettent de fructueuses
applications en biologie. 
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Figure 4. Exemples d’application de la microscopie 2p-SPIM (d’après [4]).
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