
Analyses des fonctions 
cellulaires

Cytométrie en flux

Cours M1 Huguette Louis 2025



C’est quoi?

• La cytométrie en flux est définie comme l’étude précise de cellules isolées
entraînées par un flux liquide.

• Elle permet une caractérisation :
• Individuelle,
• Quantitative,
• Qualitative de la cellule
• Analyse simultanée de paramètres
• Trie des populations

• Les informations sur la cellule apportées sont:
• Sa taille relative (Forward Scatter),
• Sa granularité ou sa complexité interne relative (Side Scatter),
• Son intensité relative de fluorescence.
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Que mesure un cytomètre en flux?

• La cytométrie en flux repose sur la mesure de deux phénomènes 
physique distincts:

• La diffraction de la lumière: elle permet de mesurer la taille 
relative et la granulosite relatives des particules

• La fluorescense: elle permet de mesurer une quantité relative de 
protéines, d’acide nucléique d’organite etc…
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Composition d’un cytomètre
1) Système fluidique :  

Permet aux cellules en 
suspension de passer une à 
une devant le laser

2) Système optique :  

permet l’excitation des particules 
et la récolte des différentes 
fluorescences

3) Système électronique :

Permet la conversion et le 
traitement des signaux lumineux
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Fluidique
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Fluidique
Focalisation hydrodynamique

Le flux du liquide de gaine accélère les cellules et les oblige à s’aligner 
pour être analysées une a une
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Vitesse d’injection

La pression de liquide de gaine 
reste fixe.

Une augmentation de la pression 
d'échantillon entraîne une 
augmentation du débit.

Analyse jusqu’à 20 000 
événements/s
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Optique
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Excitation- Emission

• La source d’excitation consiste en:
• Un laser
• Des prismes et miroirs  pour focaliser la source 

d’excitation vers la veine liquide de la chambre de 
mesure

• L’optique de collection des signaux consiste en:
• Un système de miroirs et de filtres pour diriger et 

sélectionner certaines longueurs d’onde vers les 
détecteurs (PMT).
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Optique d’excitation
Production des signaux

Cours M1 Huguette Louis 2025 



Détecteurs 

• Photodiodes
• Utilisé pour les signaux forts à risque de saturation (Ex 

FSC)

• Photomultiplicateurs (PMT)
• Plus sensibles utilisé pour détecter des signaux plus 

faibles émis par les fluorochromes
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Filtre Passe Bas

500 nm

Filtre Passe Haut

500 nm

Filtre Bande Passe

500/40

Différents types de filtres utilisés en CMF.
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Optique de collecte

Laser bleu
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FSC and SSC Properties
Forward Scatter

La taille des cellules peut être 
mesurée à l'aide de la diffusion 
(FSC), qui est une lumière 
légèrement déviée par la 
membrane plasmique. La 
quantité de lumière diffusée est 
proportionnelle au diamètre de la 
cellule.

Side Scatter

La complexité des cellules est mesurée 
à l'aide de la diffusion latérale (SSC), 
qui résulte de la lumière fortement 
déviée lorsqu'elle frappe des objets 
dans le cytoplasme de la cellule.

Cours M1 Huguette Louis 2025 



Pourquoi regarder en FSC/SSC?

FSC

S
S

C

Lymphocytes

Monocytes

Granulocytes

RBCs, 

Debris,

Dead Cells

Les mesures FSC-SSC combinées peuvent être utilisées pour identifier et compter le 
nombre de types de cellules morphologiquement distinctes présentes dans des 
échantillons biologiques hétérogènes tels que le sang.
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L’électronique
L'électronique est le cerveau du cytomètre en flux. C'est là que le photo-courant 
des détecteurs est numérisé et traité pour être sauvegardé en vue d'une analyse 
ultérieure. 
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Lorsqu'une cellule traverse le laser, elle génère une impulsion électrique aux bornes de
chaque détecteur qui reflète la lumière émise lorsqu'il est éclairé. Cette impulsion est
maximale lorsque l'élément se trouve au centre du faisceau laser.
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Conversion des signaux optiques en 
signaux numériques
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Conversion des signaux optiques en 
signaux numériques

Temps

Intensité 
(volts)

0

10

Source 
 

Lumineuse

Flux

0

1024

Conversion

Unités 
arbitraires

Photomultiplicateur

intensité relative

n
o

m
b

re
 d

e 
ce

ll
u

le
s

Cours M1 Huguette Louis 2025 



Paramètres mesurés
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Réglage des détecteurs

• Le  seuil
Sélection d'un signal numérique déclencheur qui détermine si 

l'échantillon est pris en compte ou non. En général, la taille : purement 
visuelle

• Voltage
Pour obtenir la plus grande sensibilité de détection et la meilleure 

discrimination entre positifs et négatifs, il est nécessaire de mettre en place 
un système de contrôle de la qualité.

• Linéaire ou logarithmique
En fonction des amplitudes de fluorescence analysées
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Le seuil
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Voltage 
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Lin vs log

FSC
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Lin vs log
Echelle linéaire Echelle logarithmique
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La fluorescence
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Fluorochromes characteristics

Emission wavelength (spectrum maximum): λem
Excitation wavelength (spectrum maximum): λex
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Présentation des résultats
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Histogramme monoparamétrique

Histogrammes biparamétriques 

Dot plot Density plot 
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Bi-exponentiel
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Quelques applications
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Quelles propriétés cellulaires en cytométrie
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Membrane 
Transport-
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Analyse du cycle cellulaire

Élimination des doublets

La concentration

Préparation des échantillons
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Élimination des doublets
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Prolifération cellulaire 

Diffusion passive dans la cellule
Les estérases intracellulaires rendent la molécule fluorescente
Couplage aux amines des protéines intracellulaires
Peu cytotoxique
Stable jusqu’à 8 semaines
Répartition égale entre les cellules filles Cours M1 Huguette Louis 2025 



Apoptosis

• Avantages 
• Largement utilisé

• Permet un phénotypage supplémentaire

• Phénomène rapide et universel 
d'apoptose

• Désavantages
• Faux positifs (vésiculation) 

• Travail sur cellules fraîches 

• Difficile de travailler avec des cellules 
adhérentes
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Fluo-3 Sonde fluorescente sensible au Ca+2 . Son 
intensité d'émission varie avec la concentration en Ca+2.

Calcium influx
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Cytokines solubles
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