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Principe de la microscopie électronique :

optique électronique et instrumentation 

Michaël Trichet

Service de Microscopie Electronique

Institut de Biologie Paris-Seine



Plan

Principe du microscope électronique :
1) Pourquoi la microscopie électronique ?
2) L’électron : histoire, généralités
3) Le microscope électronique : sources, lentilles, optique et aberrations
4) Interactions électrons/matière et imagerie
5) Formation de l'image en MET
6) Formation de l'image en MEB

Imagerie avancée :
7) Imagerie chimique
8) Tomographie électronique
9) TP imagerie STEM-in-SEM et array tomography



1) Pourquoi la Microscopie électronique ?

Grandissement - Résolution - Ultrastructure
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MET : cytochimie ultrastructurale

MET : immunocytochimie

Cheng & Walz, 2007

Biologie structurale
Cryo-microscopie électronique (Nobel 2018)

Cages purifiées

Microscopie champ large
Biologie cellulaire

MEB
Purification de la face 

interne de la 
membrane plasmique

1) Pourquoi la Microscopie électronique ? - L’ultrastructure

M. Trichet@IBPS S. Vassilopoulos @I. Myology

M. Trichet@IBPS



1) Pourquoi la Microscopie électronique ? – Grandissement et résolution

Bolte & Cordelières, 2006

Résolution :

Plus petite distance 
entre 2 points qui 

permet de les séparer

Deux objets sont résolus si leurs courbes 
d’intensités à I/2 sont distinctes

Critère de Rayleigh :

Grandissement : agrandir ne suffit pas !

F. Waharte



2) L’électron et les microscopes électroniques : histoire

• 1897 - J. J. Thomson : découverte de l’électron

• 1924 - Louis de Broglie : nature ondulatoire des électrons

• 1926 - Hans Busch : effets des champs électrostatiques ou 
électromagnétiques sur les électrons (lentilles)

• 1931 - Ernst Ruska & Max Knoll : premier MET

• 1934 - L. Marton : première micrographie d’un matériel biologique 
(feuille de Drosera)

• 1934 - Driest & Muller : résolution microscopie photonique dépassée

• 1938 - M. von Ardenne : premier MEB

• 1939 - Siemens : premier MET commercial

• 1965 - Cambridge Instrument : premier MEB commercial

• 1986 - Ruska : Prix Nobel de Physique pour ses travaux sur la 
microscopie électronique

• 1982 - J. Dubochet : cryo-microscopie électronique

• 2003 - corrections d'aberrations : résolution < Ångstrøm

• 2018 - Prix Nobel de Chimie : J. Dubochet, J. Frank, R. Henderson

http://www.microscopy.ethz.ch/history.htm
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• Particules électriquement chargées : charge négative
! m0  = 9,1×10-31 kg (~ 1/2000 fois la masse d'un proton)
! q = 1,6 ×10-19 C (charge électrique élémentaire)

• Forment le cortège électronique des atomes
• Sont répartis en «couches» autour du noyau (K, L, M, …)
• Sont répartis en «sous-couches» sur chaque couche (s, p, d, f, …)

2) L'électron : généralités
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Cortège électronique des atomes 
gouverne les contacts inter-
atomiques et donc tous les 

phénomènes perceptibles  de notre 
vie quotidienne

10-10 m



2) L'électron : généralités

Faciles à produire StockablesTransportables

D. Meyer@AFP

Contrôlables

https://www.youtube.com/
watch?v=x_TxCkVwPxA

• Champ électrique (accélération
ou déviation rectiligne)

• Champ magnétique (déviation
circulaire)

Applications nombreuses

M. Trichet@IBPS

https://www.youtube.com/watch%3Fv=x_TxCkVwPxA


3) Le microscope électronique : sources d’électrons

MET

MEB



3) Le microscope électronique : sources d’électrons

D’après Andres Kaech

Resolution



3) Le microscope électronique : source d’e- et résolution

V. Bazin@IBPS

M. Trichet@IBPS

MEB source LaB6 (résolution ≈ 8-10 nm) MEB source Schottky (résolution 1nm)

Clathrine, cavéoles et cytosquelette
Bactéries



Longueur d’onde e- dépend de la 
tension d’accélération (HT)

3) Le microscope électronique : accélérer
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KBSI, Corée

1,25 MV

200 kV

IBPS, Paris

Microscopes Electroniques en Transmission



3) Le microscope électronique : accélérer

Bozzola & Russel, 1999

F. Brisset & GN-MEBA, 2008

Thermoionique : filament et Wehnelt Field-emission gun : filament et extracteur

https://laboutique.edpsciences.fr/produit/9782759800827


Lentilles électromagnétiques :

3) Le microscope électronique : contrôler la trajectoire
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• Champ magnétique dévie la trajectoire des électrons

• Bobine dans laquelle passe un courant électrique

• Intensité champ magnétique fonction intensité courant électrique

• Changement courant de lentille : modification distance focale

Aucun mouvements de 
lentilles pour changer le 

grandissement ou le focus !



D’après Andres Kaech

3) Le microscope électronique : aberrations

Imperfections des lentilles : déviation 
inhomogène selon l’éloignement à l’axe 
optique

Focalisation sur plans différents en fonction de l’énergie 
des électrons (imperfections des sources d’e-)



3) Le microscope électronique : aberrations

Bozzola & Russel, 1999

15. Astigmatisme 
 
Comme en optique, une lentille astigmate converge plus ou moins 
bien en X et en Y. Au lieu de produire une image ponctuelle, un point 
produit une image oblongue horizontale ou verticale suivant le plan 
focal considéré.  

Ici l’observateur peut corriger l’astigmatisme en équilibrant le courant 
passant dans les lentilles électromagnétiques multipolaires. 

lentille 

x 

y 
Pf1 

Pf2 

x 

y 

x 

y 

d = DZ 

O 

I1 

I2 

Astigmatisme

Imperfection des lentilles qui convergent 
plus ou moins en fonction des axes X et Y.

Corrigeable à l’acquisition (stigmateurs).



4) interactions électrons-matière et imageries

Source 
d’électrons



4) Propriétés de l'électron : interactions avec l’air

- 32P : 1,71 MeV

https://www.cloudylabs.fr/wp/portee-des-particules/

- 14C : 156 keV

Radioéléments
émetteurs b-

- 3H : 5,7 keV

- 90Sr : 546 keV

En ME la pénétration des e-
dans la matière dépend de la 

tension d’accélération

MEB

MET

https://www.cloudylabs.fr/wp/portee-des-particules/


4) Propriétés de l'électron : interactions avec l’air

D’après Andres Kaech

Contrainte pour les microscopes électroniques



5) Propriétés de l'électron : formation de l’image en MET

Lymphocyte

M. Trichet@IBPS

Canne porte-
échantillon



5) Propriétés de l'électron : formation de l’image en MET

• Diamètre du diaphragme objectif
• Absorption et déviation e- est fonction de la HT, 
épaisseur, numéro atomique (Z)
=> augmenter le contraste en biologie : diminuer la 
HT, fermer le diaphragme objectif et ajout de métaux 
lourds (Os, U, Pb)

Contraste dépend :

Echantillon bio fin 
(50 - 200 nm)

Echantillon

Principe :

• Faisceau d’e- traverse l’échantillon (épaisseur 50 -
200 nm), grandissement optique par jeux de lentilles

• Tension d’accélération : 60 - 300 kV 

• Résolution augmente avec la HT ≈ 0,1 nm, limitée 
à ≈ 1 nm en biologie par les traitements pour 
préparer les échantillons



6) Propriétés de l'électron : formation de l’image en MEB

Lymphocyte T

V. Bazin@IBPS

Chambre 
échantillons



6) Propriétés de l'électron : formation de l’image en MEB

Principe :

• Faisceau fin d’e- balaye (sonde) la surface de 
l’échantillon, image formée point par point
• Collection des e- de surface (SE : Secondary
Electrons, E < 50eV) et BSE (Backscattered)
• Tension d’accélération : 0,1 - 30 kV 
• Résolution ≈ 1 nm, dépend de la HT



Contraste dépend :

6) Propriétés de l'électron : formation de l’image en MEB

C. Colliex

Echantillon

Principe :

• Faisceau fin d’e- balaye (sonde) la surface de 
l’échantillon, image formée point par point
• Collection des e- de surface (SE : Secondary
Electrons, E < 50eV) et BSE (Backscattered)
• Tension d’accélération : 0,1 - 30 kV 
• Résolution ≈ 1 nm, dépend de la HT

BSE : e- faisceau incident déviés

SE : e- réémis E<50eV

• Topographie de l’échantillon
• Localisation des détecteurs et de l’illumination
• Emission SE et déviation BSE dépend de la HT, 
numéro atomique (Z), stratification :
Þ SE : topologie
Þ BSE : contraste chimique



Contraste dépend :

6) Propriétés de l'électron : formation de l’image en MEB

Principe :

• Topographie de l’échantillon
• Localisation des détecteurs et de l’illumination
• Emission SE et déviation BSE dépend de la HT, 
numéro atomique (Z), stratification :
Þ SE : topologie
Þ BSE : contraste chimique

C. Colliex

BSE : e- faisceau incident déviés

SE : e- réémis E<50eV

S. Mostowy, 2010

Electrons IIaires BSE (composition)

Bactéries ImmunoGold

• Faisceau fin d’e- balaye (sonde) la surface de 
l’échantillon, image formée point par point
• Collection des e- de surface (SE : Secondary
Electrons, E < 50eV) et BSE (Backscattered)
• Tension d’accélération : 0,1 - 30 kV 
• Résolution ≈ 1 nm, dépend de la HT



JEOL

6) Propriétés de l'électron : des contraintes pour observer

PREPARATION
D’ECHANTILLONS

F. Brisset & GN-MEBA, 2008
V. Bazin@IBPS

M. Trichet@IBPS

MET MEB

https://laboutique.edpsciences.fr/produit/9782759800827
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7) Microanalyse chimique : identification des composés

Source 
d’électrons

Energy-Filtered TEM (EFTEM)

Energy-Dispersive 
X-ray Spectroscopy

(X-EDS)



7) Microanalyse chimique : identification des composés

• diffusion inélastique : e- incident cède son énergie 
(DE) aux e- de l’atome rencontré

• rayons X émis lors du retour de l’atome à son état 
fondamental 

• E rayons X caractéristiques de l’atome rencontré : 
ANALYSE

Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy
(X EDS)

IM
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C

Détecteur X-EDS 
sur MET
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7) Microanalyse chimique : identification des composés

• diffusion inélastique : e- incident cède son énergie 
(DE) aux e- de l’atome rencontré

• e- transmis ont perdu cette énergie (DE)

• DE caractéristiques de l’atome rencontré : 
ANALYSE

Energy-Filtered TEM (EFTEM)
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7) Microanalyse chimique : identification des composés

Energy-Filtered TEM (EFTEM)

• diffusion inélastique : e- incident cède son énergie 
(DE) aux e- de l’atome rencontré

• e- transmis ont perdu cette énergie (DE)

• DE caractéristiques de l’atome rencontré : 
ANALYSE

e- sans perte 
d’énergie 

Pics caractéristiques 
éléments

https://eels.info/about/overview

https://eels.info/about/overview


7) Microanalyse chimique : identification des composés

Energy-Filtered TEM (EFTEM)

• diffusion inélastique : e- incident cède son énergie 
(DE) aux e- de l’atome rencontré

• e- transmis ont perdu cette énergie (DE)

• DE caractéristiques de l’atome rencontré : 
ANALYSE

https://eels.info/about/overview

https://eels.info/about/overview


7) Microanalyse chimique en MET : application de l’EFTEM

Lechaire et coll., 2006

Ultrastructure Lucina pectinata :
b bacterial symbionts
BC Bacteriocytes

★ electron-lucent vesicles (constituants 

extraits pendant la préparation)

HC Haemotocytes
MB Lysosome-like microbodies
N Nucleus

Lucina pectinata :

Symbiose entre un mollusque bivalve (BC) et 
une bactérie oxydant le soufre (b) 
=> Localisation cellulaire du soufre ?



7) Microanalyse chimique en MET : application de l’EFTEM

Electron Energy
Loss Spectroscopy

(EELS)

Préparation cryo
(préservation éléments chimiques)

https://eels.info/atlas/sulfur

Pic caractéristique du Soufre est référencé
(bases de données)

Lechaire et coll., 2006

Electron Spectroscopic Imaging 
(ESI)

Lucina pectinata :

Symbiose entre un mollusque bivalve (BC) et 
une bactérie oxydant le soufre (b) 
=> Localisation cellulaire du soufre ?

https://eels.info/atlas/sulfur


7) Microanalyse chimique en MET : application de l’EFTEM

Sélection des e- de DE dans la 
fenêtre du pic du soufre

Lechaire et coll., 2006

*1

Electron Spectroscopic Imaging 
(ESI)

Préparation cryo
(préservation éléments chimiques)

Lucina pectinata :

Symbiose entre un mollusque bivalve (BC) et 
une bactérie oxydant le soufre (b) 
=> Localisation cellulaire du soufre ?



7) Microanalyse chimique en MET : application de l’EFTEM

In situ detection of sulphur in Lucina pectinata Research article

Figure 3 The PEELS method
(A) Reference S spectrum obtained after background subtrac-
tion from a specimen test of elemental sulphur S. The edge
is at 160 eV and the maximum at 200 eV. (B) Reference spec-
tra obtained from sulphite (Na2SO3) and sulphate (CaSO4)
powders. Their profiles are different from the S profile and
show two small peaks between 170 and 190 eV. (C) A spe-
cific sulphur spectrum (S-L2,3 edge around 160 eV) is obtained
from the spherical electron-dense vesicle. The profile of this
spectrum is to compare with the reference S spectrum in (A).

Radiation damage is a major factor influencing the
detection limit in many types of specimen (Egerton,
1986b). Even if the analysed element is not removed
by the electron beam, mass loss of matrix elements
may interfere with the measurement of elemental ra-
tios. It is now well established that radiation damage
effects are greatly reduced by TEM at low tempera-
tures (Cosslett, 1978; Luther, 1992; Shillito et al.,
1997). This is also the first time that studies of sym-
biotic associations, thin sections and liquid-nitrogen
cooling are combined. The liquid-nitrogen-cooled
sections were observed to be stable, with very few
planar movements that occurred in ambient temper-
ature sections viewed at very low dose rates. Hall and
Gupta (1974) point out that cooling may greatly re-
duce the loss of mass (‘chemical’ damage) in sections
of biological tissue. The observed effect must be due
to secondary phenomena involving the local environ-
ment in the specimen. Among the factors that are
mentioned as being of possible importance in redu-
cing secondary reactions are the ‘cage’ effect in solids
in which neighbouring molecules restrict the dif-
fusion of reactive species and a decrease in the
probability of occurrence of some of the secondary
chemical reactions at low temperatures (Glaeser and
Taylor, 1978). In conclusion, liquid nitrogen should
be used in energy-loss microanalysis whenever it
is necessary to minimize the loss of light elements
(Egerton, 1986b).

Element microanalysis with EFTEM can be per-
formed in different ways (Körtje, 1996): ESI and
PEELS methods. The ESI method allowed us to image
the location of sulphur in the dense vesicles at the bac-
teriocyte’s basal pole. The PEELS method allowed us
to discriminate the elemental sulphur type by com-
parison with different reference spectra (elemental
sulphur S and other sulphur compounds) and to spe-
cify that these electron-dense vesicles contain ele-
mental sulphur S. Elemental sulphur was already
described in free-living sulphur-oxidizing bacteria as
well as in marine invertebrate gill endosymbionts
(Pasteris et al., 2001). These authors even suggested
that the bacterial sulphur vesicles located in the peri-
plasm could be dominated by microcrystalline solid
elemental sulphur. A microcrystalline state of the sul-
phur could represent a stored sulphur compound with
high solubility and reactivity that may be important
to bacteria in cases of lack of sulphur in the envir-
onment. In our case, however, elemental sulphur is

www.biolcell.org | Volume 98 (3) | Pages 163–170 167

In situ detection of sulphur in Lucina pectinata Research article

Figure 3 The PEELS method
(A) Reference S spectrum obtained after background subtrac-
tion from a specimen test of elemental sulphur S. The edge
is at 160 eV and the maximum at 200 eV. (B) Reference spec-
tra obtained from sulphite (Na2SO3) and sulphate (CaSO4)
powders. Their profiles are different from the S profile and
show two small peaks between 170 and 190 eV. (C) A spe-
cific sulphur spectrum (S-L2,3 edge around 160 eV) is obtained
from the spherical electron-dense vesicle. The profile of this
spectrum is to compare with the reference S spectrum in (A).

Radiation damage is a major factor influencing the
detection limit in many types of specimen (Egerton,
1986b). Even if the analysed element is not removed
by the electron beam, mass loss of matrix elements
may interfere with the measurement of elemental ra-
tios. It is now well established that radiation damage
effects are greatly reduced by TEM at low tempera-
tures (Cosslett, 1978; Luther, 1992; Shillito et al.,
1997). This is also the first time that studies of sym-
biotic associations, thin sections and liquid-nitrogen
cooling are combined. The liquid-nitrogen-cooled
sections were observed to be stable, with very few
planar movements that occurred in ambient temper-
ature sections viewed at very low dose rates. Hall and
Gupta (1974) point out that cooling may greatly re-
duce the loss of mass (‘chemical’ damage) in sections
of biological tissue. The observed effect must be due
to secondary phenomena involving the local environ-
ment in the specimen. Among the factors that are
mentioned as being of possible importance in redu-
cing secondary reactions are the ‘cage’ effect in solids
in which neighbouring molecules restrict the dif-
fusion of reactive species and a decrease in the
probability of occurrence of some of the secondary
chemical reactions at low temperatures (Glaeser and
Taylor, 1978). In conclusion, liquid nitrogen should
be used in energy-loss microanalysis whenever it
is necessary to minimize the loss of light elements
(Egerton, 1986b).

Element microanalysis with EFTEM can be per-
formed in different ways (Körtje, 1996): ESI and
PEELS methods. The ESI method allowed us to image
the location of sulphur in the dense vesicles at the bac-
teriocyte’s basal pole. The PEELS method allowed us
to discriminate the elemental sulphur type by com-
parison with different reference spectra (elemental
sulphur S and other sulphur compounds) and to spe-
cify that these electron-dense vesicles contain ele-
mental sulphur S. Elemental sulphur was already
described in free-living sulphur-oxidizing bacteria as
well as in marine invertebrate gill endosymbionts
(Pasteris et al., 2001). These authors even suggested
that the bacterial sulphur vesicles located in the peri-
plasm could be dominated by microcrystalline solid
elemental sulphur. A microcrystalline state of the sul-
phur could represent a stored sulphur compound with
high solubility and reactivity that may be important
to bacteria in cases of lack of sulphur in the envir-
onment. In our case, however, elemental sulphur is

www.biolcell.org | Volume 98 (3) | Pages 163–170 167

Spectre vésicules L. Pectinata

In situ detection of sulphur in Lucina pectinata Research article

Figure 3 The PEELS method
(A) Reference S spectrum obtained after background subtrac-
tion from a specimen test of elemental sulphur S. The edge
is at 160 eV and the maximum at 200 eV. (B) Reference spec-
tra obtained from sulphite (Na2SO3) and sulphate (CaSO4)
powders. Their profiles are different from the S profile and
show two small peaks between 170 and 190 eV. (C) A spe-
cific sulphur spectrum (S-L2,3 edge around 160 eV) is obtained
from the spherical electron-dense vesicle. The profile of this
spectrum is to compare with the reference S spectrum in (A).

Radiation damage is a major factor influencing the
detection limit in many types of specimen (Egerton,
1986b). Even if the analysed element is not removed
by the electron beam, mass loss of matrix elements
may interfere with the measurement of elemental ra-
tios. It is now well established that radiation damage
effects are greatly reduced by TEM at low tempera-
tures (Cosslett, 1978; Luther, 1992; Shillito et al.,
1997). This is also the first time that studies of sym-
biotic associations, thin sections and liquid-nitrogen
cooling are combined. The liquid-nitrogen-cooled
sections were observed to be stable, with very few
planar movements that occurred in ambient temper-
ature sections viewed at very low dose rates. Hall and
Gupta (1974) point out that cooling may greatly re-
duce the loss of mass (‘chemical’ damage) in sections
of biological tissue. The observed effect must be due
to secondary phenomena involving the local environ-
ment in the specimen. Among the factors that are
mentioned as being of possible importance in redu-
cing secondary reactions are the ‘cage’ effect in solids
in which neighbouring molecules restrict the dif-
fusion of reactive species and a decrease in the
probability of occurrence of some of the secondary
chemical reactions at low temperatures (Glaeser and
Taylor, 1978). In conclusion, liquid nitrogen should
be used in energy-loss microanalysis whenever it
is necessary to minimize the loss of light elements
(Egerton, 1986b).

Element microanalysis with EFTEM can be per-
formed in different ways (Körtje, 1996): ESI and
PEELS methods. The ESI method allowed us to image
the location of sulphur in the dense vesicles at the bac-
teriocyte’s basal pole. The PEELS method allowed us
to discriminate the elemental sulphur type by com-
parison with different reference spectra (elemental
sulphur S and other sulphur compounds) and to spe-
cify that these electron-dense vesicles contain ele-
mental sulphur S. Elemental sulphur was already
described in free-living sulphur-oxidizing bacteria as
well as in marine invertebrate gill endosymbionts
(Pasteris et al., 2001). These authors even suggested
that the bacterial sulphur vesicles located in the peri-
plasm could be dominated by microcrystalline solid
elemental sulphur. A microcrystalline state of the sul-
phur could represent a stored sulphur compound with
high solubility and reactivity that may be important
to bacteria in cases of lack of sulphur in the envir-
onment. In our case, however, elemental sulphur is

www.biolcell.org | Volume 98 (3) | Pages 163–170 167

Electron Energy Loss Spectroscopy
(EELS)

Spectre soufre 
élémentaire

Spectres sulfite 
et sulfate

Comparaison

Lechaire et coll., 2006

Lucina pectinata :

Symbiose entre un mollusque bivalve (BC) et 
une bactérie oxydant le soufre (b) 
=> Forme chimique du soufre ?



8) Applications en MET : tomographie électronique

Micrographes :
projections 2D de structures 3D

=
pertes d'informations sur la profondeur

M.Trichet@IBPS

Vésicule ou tubule sectionné 
transversalement ?



8) Applications en MET : tomographie électronique
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Tomographie électronique :

A-B
Acquisition d'une série d'images d'un même 
objet, tilté sous différents angles de vue.

C
Reconstruction 3D avec algorithmes de 
rétroprojection (logiciels : Imod, TomoJ). 

Résolution Z : quelques nm

Micrographes :
projections 2D de structures 3D

=
pertes d'informations sur la profondeur



3) Applications en MET : tomographie électronique



Baudoin et coll.,  Neuron 2012

Modélisation 3D des MTsReconstruction tomogramme

8) Applications en MET : tomographie électronique

MET (300nm)

Organisation microtubules dans neurones en migration



9) TP imagerie STEM-in-SEM et array tomography



IBPS, le Service de Microscopie Electronique
Virginie Bazin
Alexis Canette

Audrey Geeverding

Michaël TRICHET


