
Microscopia a fluorescenza e 
microscopia confocale



Microscopio a fluorescenza

Il microscopio a fluorescenza è a 
tutti gli effetti un microscopio 
ottico, modificato in modo da 
inserire nel percorso ottico una 
sorgente luminosa in grado di 
eccitare la fluorescenza di 
particolari molecole naturalmente 
presenti nel campione o ad esso 
addizionate durante la 
preparazione.



Fluorescenza
• È un tipo di luminescenza, un fenomeno ottico legato alle particolari proprerità

chimico-fisiche di alcune molecole

• In base alla struttura chimica molti composti possono emettere luce qualora esposti 
a fotoni di una determinata lunghezza d’onda. Queste molecole sono chiamate 
flurocromi o fluorofori.

• Una molecola fluorescente è capace di assorbire l’energia di un fotone passando cosi 
allo stato eccitato. Il suo ritorno allo stato non eccitato (stato fondamentale) è 
associato alla liberazione di parte dell’energia assorbita sotto forma di un fotone con 
lunghezza d’onda maggiore (quindi con minore energia)

• Queste molecole emettono una luce con una lunghezza d’onda maggiore ed energia 
minore della luce che è stata utilizzata per eccitarle. In altre parole, quando vengono 
esposte a luce del colore appropriato, emettono luce di un colore differente, il che 
permette di visualizzarle con molta chiarezza all’interno dei campioni biologici che 
si stanno osservando.

• Ogni molecola fluorescente viene eccitata solo da una specifica lunghezza d’onda. E 
allo stesso modo ogni composto fluorescente emette fotoni sempre alla stessa 
medesima lunghezza d’onda

• E’ possibile definire per ogni fluorocromo un picco di assorbimento ed un picco di 
emissione, che sarà sempre di energia minore rispetto all’energia di eccitazione



Fluorocromi

• Ogni composto fluorescente può venire eccitato in modo 
specifico, e quindi localizzato all’interno di un campione, 
semplicemente selezionando una luce di eccitazione della 
corretta lunghezza d’onda

• Numerosi composti naturali sono fluorescenti e le piante 
ne sono particolarmente ricche. Molti componenti della 
parete cellulare presentano anelli aromatici e doppi 
legami che emettono fluorescenza nel blu.

• Oppure cellule e tessuti possono essere trattati con 
coloranti fluorescenti specifici tra cui anticorpi o lectine 
che si legano in modo selettivo a



Proteine fluorescenti

• Esistono alcune proteine capaci di emettere 
autonomamente fluorescenza come la GFP Green 
Fluorescent Protein ottenuta dalla medusa 
Aequorea victoria.

• La struttura assunta da questa proteina permette 
di emettere una fluorescenza verde molto stabile.

• Questa proteina negli ultimi anni è stata utilizzata
per visualizzare alcuni prodotti genici all’interno
delle cellule.

• Attraverso un processo di ricombinazione genetica
la sequenza genetica che codifica per la GFP è 
stata legata alla seguenza di una proteina che ci 
interessava ricercare. Dalla ricombinazione si
ottene una sequenza genica che quando viene
transcritta e poi tradotta darà una proteina
chimerica, ovvero data dall’unione della proteina
ricercata + la GFP. In questo modo la proteina
target che vogliamo visualizzare sarà resa visibile
dalla fluorescenza prodotta dalal GFP.



Proteine fluorescenti

La GFP rappresenta solo in capostipite di una serie di proteine fluorescenti come:

DsRed che emette fluorescenza rossa

Cyan fluorescent protein che emette fluorescenza celeste

Yellow fluorescent protein che emette fluorescenza gialla

Ad oggi si conoscono oltre 57 proteine fluorescenti con diversi colori di emissione. Questo 
per mette di marcare contemporaneamente più proteine target.



Microscopio ottico ad Epiflurescenza

Il microscopio a fluorescenza è di fatto un microscopio ottico modificato. 
Un microscopio a fluorescenza può essere alternativamente utilizzato a 
campo chiaro il che è anche una necessità per osservare il campione prima 
di effettuare la marcature con sostanze fluorescenti.

Se osserviamo lo schema del percorso ottico di un microscopio a 
fluorescenza a confronto con uno a campo chiaro si evidenziano differenze:

• La sorgente luminosa è una lampada a vapori di mercurio che emette 
una spetto di lunghezze d’onda molto ampio

• Vi è un sistema di filtri che consente di selezionare da questo gamma di 
lunghezze d’onda quella che verrà proiettata sul campione per eccitare il 
fluorocromo di interesse.

• L’unica luce che raggiungerà gli occhi dell’operatore è quella emessa dai 
fluorocromi che quindi si distinguereranno bene dallo sfondo nero.

• Sono chiamati ed epifluorescenza perché la luce di eccitazione arriva 
dall’alto e non dal basso come nel classico microscopio ottico



Preparazione del campione Microscpia a Fluor.

La MF può essere applicata a numerose tipologie di campioni con 
preparazioni a fresco o dopo fissazione.

L’uso di coloranti fluorescenti prevede alcune modalità di 
allestimento particolari. Bisogna infatti sapere che le molecole 
fluorescenti potrebbero andare incontro a foto-decadimento ed 
avere una riduzione dell’intensità del segnale fluorescente.

Questa cosa solitamente accade quando i campioni sono esposti 
alla luce ambientale (bianca).

Nella preparazione dei campioni, cosi come nell’osservazioni è 
necessario lavorare in condizioni di minima illuminazione.



Colorazioni fluorescenti

• Colorazione istochimica con coloranti 
che si legano in modo selettivo alla 
molecola di interesse, come il DAPI che è 
un colorante specifico per il DNA.

• Immunofluorescenza utilizzando 
anticorpi diretti contro una molecola di 
nostro interesse, ed utilizzare coloranti 
fluorescenti specifici per le lectine degli 
anticorpi. In questo modo verranno 
evidenziati  solo gli anticorpi a cui si è 
legato il fluorocromo.



Applicazioni in ambito vegetale

La microscopia a fluorescenza sui tessuti vegetali è una 
tecnica molto promettente.

Le cellule vegetali presentano di per sè numerosi 
composti capaci di emettere auto-fluorscenza come i 
costituenti della parete cellulare che emette 
fluorescenza blu o la clorofilla nei cloroplasto che 
emettono fluorescenza rossa, o la lignina che emette 
fluorescenza blu. Questa auto-fluorescenza fornisce 
una buon punto di partenza per studiare l’anatomia dei 
tessuti vegetali.



Microscopia Confocale

E’ una tecnica nata negli anni ‘50 del 
secondo scorso.

Il microscopio confocale a scansione 
laser è una ulteriore modificazione del 
microscopio ad epifluorescenza che 
permette di ottenere delle immagini 
fluorescenti con un elevatissima 
risoluzione con maggiore contrasto. Tutte 
le modifiche presenti nel microscopio 
confocale rispetto quello ad 
epifluorescenza sono finalizzate a questo 
scopo.



• La sorgente luminosa non è una lampada a luce 
bianca bensì un laser.

• L’uso della radiazione laser comporta una serie di 
vantaggi

• Rispetto ai fotoni policromi e divergenti prodotti 
dalla lampada a mercurio, i fotoni provenienti dal 
laser sono paralleli e monocromatici (ogni laser 
emette fotoni ad una singola lunghezza d’onda)

• Questo impedisce la formazioni interferenze o aloni 
che interferiscono sulla qualità dell’immagine



• La luce del laser viene solitamente portata  nella 
testa di scansione del microscopio attraversando 
un diaframma chiamato pinhole di eccitazione. 
Questo è un vero e proprio foro che lascia passare 
solo un piccolissimo fascio di fotoni facendo 
diventare la sorgente luminosa una sorgente 
puntiforme. Questa convergenza della luce laser 
alla base del principio della microscopia confocale.

• In questo modo la luce viene concentrata in un 
solo punto del piano focale. In questo modo 
verranno eccitati solo i fluorocromi che si trovano 
in quel piano focale e non verranno invece eccitati 
anche gli altri fluorocromi dei piani circostanti. Ne 
deriverà un’ immagine con un elevato contrasto.

• Un secondo pinhone di emissione ,un secondo 
diaframma, lascerà passare solo la luce 
proveniente dal dal piano focale del campione. Il 
segnale luminoso verrà amplificato dal 
fotomoltiplicatore in modo che il segnale 
luminoso abbia un’ alta intensità luminosa.



La microscopia confocale è un altro grande 
vantaggio, anche di ottenere immagini 3D.

Solitamente il confocale acquisisce la 
fluorescenza da un suolo piano focale. Se 
variamo il piano di messa a fuoco del 
campione sarà possibile acquisire più 
sezioni ottiche successive, che se 
posizionate una in seguito all’altra ci 
fornisce un immagine a 3 dimensioni.

Questo permette di vedere la morfologia di 
alcune strutture senza fare tagli, magari 
anche osservando tessuti di animali vivi.



Microscopia confocale su campioni vegetali

Un applicazione della microscopia confocale potrebbe 
permettere di studiare l’organizzazione cellulare nelle 
tre dimensioni di una cellula vegetale, in particolare 
l’organizzazione del citoscheletro e l’organizzazione dei 
microtubuli.


