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Introduction 

Les globules rouges sont les cellules sanguines chargées de transporter les gaz à 

travers l’organisme : le dioxygène vers les cellules et une partie du dioxyde de carbone vers 

les poumons. Pour cela, les globules rouges parcourent des centaines de kilomètres au cours 

des 120 jours de leur existence. Ils sont amenés à traverser des capillaires dont le diamètre 

peut être inférieur au leur (cf. Figure 1) et doivent supporter des taux de cisaillement élevés, 

pouvant aller jusqu’à ∼ 1000 s-1 [Schmid-Schönbein et al., 1979]. Ceci nécessite des propriétés 

élastiques remarquables, dont une très grande résistance aux contraintes de cisaillement. Cette 

résistance au cisaillement est possible grâce aux propriétés particulières de sa membrane. 

 

                  

Figure 1 : Image de globules rouges humains par microscopie électronique et dessin de 

globules rouges dans un capillaire [Delaunay et Boivin, 1990]. Le globule rouge présente une 

très grande résistance au cisaillement, résistance due à une membrane ayant une structure 

particulière. 
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La membrane du globule rouge humain est composée d’une bicouche lipidique sous 

laquelle est ancré un réseau bidimensionnel de protéines, le squelette1. Cette thèse porte sur le 

globule rouge humain : il est de forme discoïde (cf. Figure 1), et il ne contient qu’une solution 

d’hémoglobine. Les globules rouges d’autres espèces animales n’ont pas tous ces propriétés ; 

certains sont sphériques (cas du chien), d’autres ellipsoïdes (cas du chameau et du lama), 

certains encore ont un noyau (cas de la grenouille). 

Le squelette est un élément essentiel dans la déformabilité du globule rouge : un défaut 

génétique empêchant sa mise en place correcte crée des globules rouges pathologiques 

(sphérocytose, elliptocytose) dont l’origine de la pathologie est l’absence de déformabilité 

[Delaunay et Boivin, 1990]. 

Le travail présenté ici porte sur les propriétés élastiques de la membrane et du 

squelette. Les propriétés élastiques de la membrane sont étudiées par diverses techniques 

depuis le début des années 1970. Plusieurs interrogations persistent, notamment sur le rôle 

respectif de la bicouche lipidique et du squelette. Nous tentons ici d’apporter une réponse à 

cette question. 

Le premier chapitre présente l’état actuel des connaissances sur la structure de la 

membrane du globule rouge humain, et sur ses propriétés élastiques. Nous y faisons 

également des rappels de mécanique. Le deuxième chapitre présente l’outil qui a permis 

l’application de forces à un globule rouge et à son squelette : les pinces optiques. Nous en 

                                                 

1 nous ferons systématiquement la distinction entre la membrane, la bicouche lipidique et le squelette : 

membrane = bicouche lidique + squelette. 
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présentons le principe, ainsi que la procédure permettant de connaître avec précision 

l’intensité de la force appliquée. 

Notre première étude porte sur la membrane du globule rouge (cf. Chapitre 3). Nous 

avons déterminé son module de cisaillement µ. La valeur trouvée est en assez bon accord avec 

celles mesurées par aspiration d’une portion de membrane dans une micropipette. À partir de 

ce résultat, nous nous sommes intéressé aux rôles respectifs, dans l’élasticité membranaire, de 

la bicouche lipidique et du squelette. Ceci nous a amené à étudier les propriétés élastiques du 

squelette seul (sans la bicouche lipidique). 

Les chapitres 4 et 5 présentent les propriétés élastiques du squelette, après la 

dissolution de la bicouche lipidique par un détergent. L’absence de la bicouche permet la 

mesure de deux modules élastiques du squelette : le module d’extension KC et le module de 

cisaillement µC. La modélisation du squelette permettant d’extraire de ces expériences les 

deux modules élastiques est présentée dans le chapitre 4. Le chapitre 5 expose l’influence de 

certains paramètres sur le squelette : l’osmolarité de la solution environnante, le vieillissement 

du squelette après son extraction, et la concentration en ATP de la solution environnante. De 

ces mesures « macroscopiques », nous avons extrait des données sur le comportement 

élastique d’un filament de spectrine, notamment sa raideur et sa longueur de persistance. 
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Chapitre 1 
Le Globule Rouge Humain 

Introduction 

Ce chapitre présente un bilan de l’état actuel des connaissances sur le globule rouge 

humain. 

Les deux premières parties de ce chapitre décrivent la fonction du globule rouge et la 

structure de sa membrane. La troisième partie expose les concepts utiles pour décrire 

l’élasticité des membranes et des polymères. Les trois dernières parties présentent l’état actuel 

des connaissances : l’élasticité de la membrane étudiée par aspiration par micropipette, le 

comportement du squelette et les propriétés mécaniques des filaments de spectrine. 

L’essentiel des connaissances exposées dans les deux parties suivantes proviennent de 

deux revues : Bennett et Gilligan [1993] et Chien et Sung [1990]. 

1. Fonction et forme du globule rouge 

Fonction 

Une des multiples fonctions du sang est de transporter le dioxygène à travers 

l’organisme. Il faut un transporteur : l’hémoglobine. Se pose ensuite la question : comment 

transporter le transporteur ? L’évolution a retenu l’empaquetage de l’hémoglobine dans un 

« sac » : le globule rouge. Le globule rouge est un des composants essentiels du sang : il 
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représente 40 à 50 % de son volume et est présent à raison de 4 à 5 millions de globules par 

mm3 de sang. 

Forme 

La figure 1.1 donne les dimensions moyennes du globule rouge [Evans et al., 1972]. 

Le globule rouge est une cellule discoïde, biconcave, de 7 à 8 µm de diamètre et de 1.5 µm 

d’épaisseur. C’est une cellule sans noyau ni organelles. L’intérieur est principalement 

composé d’une solution d’hémoglobine. Cette solution est un fluide purement visqueux, de 

viscosité à concentration physiologique de l’ordre de 6 mPa.s [Caro et al., 1978]. Le globule 

rouge ne possède pas de structure élastique tridimensionnelle telle que celle du cytosquelette 

d’une cellule eucaryote. Les propriétés mécaniques du globule rouge proviennent donc 

uniquement de sa membrane. 

 

Figure 1.1 : Dimensions du 

globule rouge humain 

[Evans et al., 1972]. 

 

Influence de l’osmolarité 

Pourquoi le globule rouge humain a-t-il cette forme discoïde si reconnaissable ? Une 

réponse possible est la nécessité de se déformer à aire constante, ce qui lui permet de passer 

dans de petits capillaires en adoptant une forme en parapluie sans risquer de déchirer sa 

membrane. S’il était sphérique, il ne pourrait en effet pas se déformer sans changer son aire 
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(la forme sphérique correspond au maximum de volume pour une aire donnée). Une autre 

réponse est que cette forme lui confère « une réserve de volume », il peut en effet augmenter 

son volume (par entrée d’eau en milieu hypotonique, par exemple) sans changer l’aire de sa 

membrane. Ceci lui permet de supporter des milieux hypotoniques, notamment lorsqu’il 

traverse les reins de l’organisme. Notons également que la perte du noyau au cours de 

l’évolution est interprétée comme un moyen d’améliorer la faculté du globule de se déformer, 

ainsi que d’augmenter son stock d’hémoglobine. 

L’osmolarité d’une solution 

L’osmolarité [Osm] d’une solution est directement reliée à la pression osmotique π. 

Elle s'exprime en Osm/kg (ou en Osm/L) et est donnée par : 

RT
]Osm[ π= , 

où R est la constante des gaz parfaits et T la température absolue. La pression osmotique π 

d’une solution faiblement diluée est donnée par la loi de Van’t Hoff : 

V
TRn osm=π , 

où V est le volume de la solution et nosm le nombre d’osmoles. Lorsqu’un sel est mis en 

solution, il ne se retrouve pas entièrement sous forme ionisée. Le coefficient osmotique φ, 

déterminé expérimentalement, permet de calculer le nombre réel de moles d’espèces (nombre 

d’osmoles : nosm) présentes dans la solution : 

nosm = nmol.i.φ, 
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avec nmol le nombre de moles initiales et i le nombre d’ions formés (Par exemple, pour le 

NaCl, i = 2 et φ = 0.93). L’osmolarité d’une solution faiblement diluée est donc : 

V
in

]Osm[ mol φ
= . 

Dans la suite, l’osmolarité des différentes solutions utilisées a systématiquement été 

mesurée grâce à un osmomètre. 

La force ionique 

La force ionique FI d’une solution est fonction de la concentration en ions de la 

solution. Elle est donnée par : 

∑= i
2
i cz

2
1FI , 

avec ci la concentration en ions i de valence zi. Elle s’exprime en mole par litre. 

Forme du globule rouge suivant l’osmolarité 

Le milieu physiologique correspond à une osmolarité de 300 mOsm/kg. La figure 1.2 

présente les différentes formes du globule rouge en fonction de l’osmolarité du milieu 

environnant. À 300 mOsm/kg, le globule rouge est discoïde. Lorsque l’osmolarité baisse, il 

gonfle par entrée d’eau. Il est parfaitement sphérique à 150 mOsm/kg, avec une membrane 

sous tension. En dessous de 150 mOsm/kg, la membrane se déchire et l’hémoglobine 

s’échappe ; lorsque l’équilibre osmotique est atteint entre l’intérieur et l’extérieur, la 

membrane se referme. Seul le contour de la membrane est alors visible : cela s’appelle un 

fantôme. Lorsque l’osmolarité est supérieure à 300 mOsm/kg, le globule rouge se vide de son 

eau pour former un échinocyte. 
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Figure 1.2 : Influence de l’osmolarité sur la forme du globule rouge. À 300 mOsm/kg 

(osmolarité physiologique), le globule rouge est discoïde ; à 150 mOsm/kg, il est sphérique 

avec sa membrane sous tension. 

2. Structure de la membrane 

La figure 1.3 montre un schéma de la membrane du globule rouge. La membrane est 

constituée d’une bicouche lipidique sous laquelle est ancré un réseau bidimensionnel 

hautement organisé de protéines : le squelette. Ce squelette tapisse la face interne de la 

bicouche lipidique. Il est constitué de longs filaments de spectrine reliés entre eux par des 

complexes de jonction. Ces complexes sont principalement composés d’actine filamenteuse, 

de protéines 4.1 et de tropomyosines (cf. Figure 1.7). 
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Figure 1.3 : La membrane du globule rouge est composée d’une bicouche lipidique sous 

laquelle est ancré un réseau bidimensionnel de protéine, le squelette. Ce squelette est 

composé de filaments de spectrine reliés entre eux par des complexes de jonction [Delaunay 

et Boivin, 1990]. 

2.1 La bicouche lipidique 

La bicouche lipidique délimite l’intérieur et l’extérieur du globule rouge. Elle est 

constituée de deux feuillets de lipides, dans lesquels de nombreuses protéines sont incluses. 

Les lipides de la bicouche 

Les lipides membranaires sont pour l’essentiel amphiphiles (une tête hydrophile et une 

queue hydrophobe composée d’une double chaîne carbonée). La bicouche est composée de 

55 % de phospholipides, de 25 % de cholestérols, de 18 % de glycolipides (aussi appelés 

sphingoglycolipides) et de 2 % d’acides gras. Ces glycolipides sont essentiellement localisés 

dans le feuillet externe de la bicouche. 

Électrophorèse des protéines de la membrane 

La figure 1.4 présente les résultats d’une électrophorèse sur les protéines de la 

membrane du globule rouge [Chien et Sung, 1990]. Les protéines sont dissociées puis 

soumises à un champ électrique dans un gel de polyacrylamide. Les protéines, qui possèdent 



 — 23 — 

une charge électrique, migrent en fonction de leur poids moléculaire. Elles sont numérotées 

par ordre décroissant de poids moléculaire. 

 

 

Figure 1.4 : Séparation par électrophorèse des protéines du 

squelette du globule rouge [Chien et Sung, 1990]. 

 

 

 

Le poids moléculaire des protéines s’exprime en Dalton (Dal). Le Dalton est l’unité de 

masse moléculaire, approximativement égale à la masse d’un atome d’hydrogène (1.66 10-

24 g). 

Les protéines de la bicouche lipidique, ou protéines intégrales 

Ces protéines se caractérisent par leur position au sein de la bicouche lipidique. Elles 

sont dites transmembranaires, c’est-à-dire qu’elles traversent la bicouche lipidique de part en 

part. Elles possèdent donc une partie extracellulaire et une partie intracellulaire. Ces protéines 

intégrales, dont les deux plus importantes en nombre sont la protéine de la bande 3 et les 

sialoglycoprotéines, servent de point d’ancrage au squelette. 

La protéine de la bande 3 est une protéine transporteuse d’anions permettant le 

passage des ions chlorures −Cl  et bicarbonates −
3HCO  à travers la bicouche lipidique. C’est 



 — 24 — 

une protéine de grande taille (95 kDa) qui franchit la membrane plus de dix fois. Elle possède 

un domaine cytoplasmique de 43 kDa qui constitue un point d’ancrage majeur du squelette. 

Un autre groupe important de protéines transmembranaires auxquelles le squelette est 

fixé, est constitué par les protéines sialoglycoprotéines α, β, γ et δ. Ces protéines exposent à 

l’extérieur de la cellule des antigènes caractéristiques du groupe sanguin. 

2.2. Le squelette du globule rouge 

Le squelette du globule rouge est constitué de long filaments de spectrine (200 nm de 

longueur de contour2) reliés entre eux par de l’actine (cf. Figures 1.3, 1.5 et 1.8). La faible 

épaisseur du squelette, de l’ordre de 10 nm, fait qu’il peut être considéré comme 

bidimensionnel. 

Un réseau triangulaire 

Le squelette du globule rouge a été visualisé par microscopie électronique [Liu et al., 

1987]. Les images obtenues (cf. Figure 1.5) ont révélé une structure en réseau grossièrement 

triangulaire. Chaque arête est constituée d’un ou plusieurs filaments de spectrine, et chaque 

sommet correspond à un complexe de jonction. 

                                                 

2 longueur de contour : longueur totale d’un polymère définie comme la somme de la longueur de 

chacun des éléments le constituant. 
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Figure 1.5 : Photographie en microscopie électronique du squelette [Liu et al., 1987]. Cette 

image fait apparaître un réseau bidimensionnel avec une structure de base triangulaire. 

La spectrine 

La spectrine est le constituant principal du squelette. Elle représente 75 % de sa masse 

et ses propriétés élastiques en font un élément essentiel. La spectrine est une protéine 

hétérodimérique possédant deux chaînes α et β, enroulées l’une sur l’autre en hélice pour 

former un dimère α-β. Les brins α et β ont un poids moléculaire respectivement de 240 kDa 

et de 220 kDa. Ils sont formés par la répétition d’une sous-unité constituée de 106 acides 

aminés, répétée 22 fois dans la chaîne α et 17 fois dans la chaîne β (cf. Figure 1.6). Chaque 

sous-unité est formée de trois hélices α, antiparallèle surenroulée (triple-helical antiparallel 

coiled-coil). Un dimère a une longueur de contour d’environ 100 nm et un diamètre de 5 nm. 

De plus, la spectrine, au pH physiologique, est une protéine chargée négativement [Elgsaeter 

et al., 1976]. 

filament de 
spectrine 

complexe 
de jonction 
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Figure 1.6 : Schéma des deux brins de spectrine. Le brin αααα est composé de la répétition de 22 

séquences de base et le brin ββββ de 17 [Winkelmann et Forget, 1993]. 

Dans le squelette, la spectrine est principalement sous la forme de tétramères. Un 

tétramère est formé par l’association tête-bêche de deux dimères. Sa longueur de contour est 

de 200 nm et sa longueur bout-à-bout3 in situ est comprise entre 50 et 80 nm [Shen et 

al.,1986 ; Liu et al., 1987]. Notons ici que la spectrine existe également sous forme 

d’hexamères (formés par association de trois dimères) et d’octamères (formés de quatre 

dimères), ces structures sont schématisées sur la figure 1.8. 

Les complexes de jonction 

Les filaments de spectrine sont reliés entre eux par des complexes de jonction (cf. 

Figure 1.7). Ces complexes sont principalement composés d’actine filamenteuse (F-actine), de 

la protéine 4.1 et de la tropomyosine. D’autres protéines semblent jouer un rôle dans les 

complexes de jonction : l’adducine, la dématine (protéine 4.9) et la tropomoduline. 

                                                 

3 longueur bout-à-bout : distance entre les deux extrémités d’un polymère. 
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Figure 1.7 : Schéma d’un complexe de jonction. 

Les complexes de jonction sont formés d’un 

court filament d’actine, de protéines 4.1 et de 

tropomyosines [Lux, 1988]. 

 

L’actine est un des trois constituants du cytosquelette de toute cellule et un élément 

essentiel de la contraction musculaire. Il existe plusieurs isoformes de l’actine. L’actine 

érythrocytaire est de type β-non musculaire. Elle se présente sous forme de courts filaments 

(protofilaments) formés par polymérisation de 12 à 17 monomères d’actine. Ces filaments 

présentent une structure en double hélice et ont une longueur totale de 30 à 40 nm. La manière 

dont est régulée la longueur de ces filaments n’est pas comprise, mais la tropomyosine et la 

tropomoduline semblent y avoir un rôle. La F-actine est directement reliée aux filaments de 

spectrine, avec en moyenne six filaments de spectrine par complexe de jonction. 

La protéine 4.1 ne se lie pas directement à la F-actine, mais sert de promoteur à 

l’association spectrine/actine. Son rôle serait de stabiliser cette liaison après sa formation. 

La tropomyosine se lie au filament d’actine : deux tropomyosines s’associent à un 

filament d’actine. Son rôle semble être de stabiliser la F-actine et de réguler ainsi les 

interactions spectrine/actine. La liaison de la tropomyosine sur la F-actine est sensible à la 

concentration en ions Mg 2+. 
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La tropomoduline se fixe à la tropomyosine à raison d’une molécule par complexe de 

jonction. L’aducine a une grande affinité pour les complexes spectrine/actine. Cette protéine 

serait un promoteur de l’organisation du squelette. 

Un réseau avec de nombreux défauts 

Dans un réseau idéal, la maille serait parfaitement triangulaire : la spectrine ne 

s’associerait qu’en tétramère et chaque brin d’actine serait relié à six filaments de spectrine. 

Le squelette réel n’a bien entendu pas cette perfection. Les images obtenues par microscopie 

électronique [Liu et al., 1987] (cf. Figure 1.5) ont mis en évidence deux sortes de défauts : la 

présence d’hexamères et d’octamères de spectrine dans des proportions non négligeables, et 

un nombre de filaments de spectrine par actine variant de trois à huit. 

Les dimères de spectrine s’associent deux à deux pour former principalement des 

tétramères α2-β2. Ils peuvent toutefois former des hexamères α3-β3, des octamères α4-β4 et 

même des structures d’ordre supérieur (cf. Figure 1.8). 
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Figure 1.8 : Les dimères s’associent principalement en tétramère, mais ils peuvent également 

former des hexamères, des octamères et des structures d’ordre supérieur. Ceci crée des 

défauts dans la structure triangulaire du squelette [Hansen et al., 1997] 

Plusieurs études ont porté sur la proportion de chacune des différentes formes de 

filaments. Ces proportions varient en fonction de la manière dont est préparé l’échantillon 

avant l’observation. La table 1 présente un bilan des résultats obtenus. La proportion de 

tétramères varie de 52 à 76 % en masse, celle d’hexamères de 14 à 38 % et celle d’octamères 

et d’ordre supérieur de 3 à 15 %. 

Méthode d’observation et de préparation :  Dimères Tétramères Hexamères Octamères et 
supérieur 

Densité de gel [Liu et al., 1984] % en masse 8 52 14 15 

ME, entièrement étalé, marqué 
négativement, [Liu et al., 1987] 

% oligomères 

% masse 

− 

− 

84 

76 

11 

15 

5 

9 

ME, partiellement étalé, méthode 
QFDERR, [Ursitti et Wade, 1993] 

% oligomères 

% masse 

− 

− 

68 

58 

30 

38 

2 

3 

Table 1 : Proportion des différentes formes de filaments de spectrine, suivant les différentes 

techniques d’observation et de préparation des squelettes. ME : microscopie électronique. 

QFDERR : refroidissement rapide par N2 liquide. 
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La deuxième source de défauts vient de la coordinence des filaments de spectrine par 

actine. En moyenne, chaque filament d’actine est relié à six filaments de spectrine. Mais ce 

nombre varie de trois à huit [Ursitti et al., 1991]. 

Le squelette du globule rouge est donc composé de filaments de spectrine relié entre 

eux par des complexes de jonction. Le réseau est grossièrement triangulaire avec des défauts. 

2.3 Les liaisons squelette/bicouche lipidique 

Le squelette du globule rouge est relié à la bicouche lipidique de deux manières 

différentes (cf. Figure 1.3). 

La première met en jeu la spectrine du squelette, le fragment cytoplasmique de la 

protéine de la bande 3 et une troisième protéine, l’ankyrine (protéine de la bande 2.1). 

L’ankyrine est une protéine de 215 kDa. Elle se lie très fortement à la spectrine au niveau de 

du domaine β-II (domaine de la spectrine situé à environ 20 nm de son site d’auto-

association). Il y a de l’ordre de cent mille molécules d’ankyrine par érythrocyte pour environ 

autant de tétramères de spectrine. Chaque tétramère, bien que possédant deux sites de liaison 

pour l’ankyrine, ne s’associe en moyenne qu’une fois à celle-ci. Un autre domaine de 

l’ankyrine se fixe au domaine cytoplasmique de la bande 3 avec une très forte affinité. 

La deuxième interaction met en jeu la protéine 4.1, présente dans les complexes de 

jonction. Elle se fixe aussi au fragment cytoplasmique de la bande 3 et peut également se fixer 

à celui des sialoglycoprotéines. 

La fixation du squelette à la bicouche lipidique est essentielle. Un défaut congénital 

d’ankyrine interdit la mise en place correcte du squelette et est responsable de sphérocytose 
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héréditaire. Dans cette pathologie, les globules rouges sont sphériques. L’absence également 

congénitale de la sialoglycoprotéine-β confère aux globules rouges la forme d’un ellipsoïde. 

3. Aspects mécaniques de la membrane 

3.1 Quelques notions d’élasticité bidimensionnelle 

L’intérieur du squelette est composé d’un fluide purement visqueux. Les propriétés 

élastiques du globule rouge sont donc déterminées uniquement par sa membrane. D’un point 

de vue macroscopique et de par sa faible épaisseur, de 10 nm, la membrane apparaît comme 

un objet bidimensionnel. Comme le montre la Figure 1.9, une membrane élastique peut être 

déformée de trois manières différentes : par extension-compression, par cisaillement ou par 

courbure. Une déformation quelconque est une combinaison de ces trois types de 

déformations élémentaires. 

          

Figure 1.9 : Représentation schématique des trois modes de déformations. a) extension. b) 

cisaillement pur. c) courbure. Les flèches représentent le sens des déformations [Evans et 

Needham, 1987]. 

Une déformation d’extension pure correspond à une augmentation d’aire, sans 

changement de forme. Elle est caractérisée par un module d’extension K. Une déformation de 

cisaillement pur correspond à un changement de forme à aire constante, et est caractérisée par 

un module de cisaillement µ. Une déformation de courbure pure correspond à un changement 
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de la courbure moyenne à aire et forme constantes ; elle est associée à un module de 

courbure B. 

En élasticité bidimensionnelle, les modules d’extension et de cisaillement ont la 

dimension d’une raideur (force sur une longueur), le module de courbure a la dimension d’une 

énergie. 

Le module de courbure B est de l’ordre de quelques kBT à quelques dizaines de kBT 

pour la membrane du globule rouge (cf. partie 4.2 de ce chapitre). Il a de plus été montré que 

le module de courbure du squelette seul doit être plus faible que celui de la membrane 

[Svoboda et al., 1992 ; Mohandas et Evans, 1994]. L’énergie de courbure est petite devant 

l’énergie élastique. Elle est donc constamment négligée aussi bien sur nos mesures d’élasticité 

de la membrane que sur celles portant sur le squelette seul. 

3.2 Élasticité linéaire bidimensionnelle en petites déformations 

Hypothèses 

La membrane est considérée comme un milieu élastique plan et bidimensionnel. Ce 

milieu est supposé isotrope, linéaire et homogène. Le module de courbure est négligé. Sous 

ces hypothèses, les propriétés mécaniques sont décrites par deux modules élastiques : le 

module de cisaillement µ et le module d’extension K.  

Tenseur des contraintes [σσσσ] et tenseur des déformations [e] 

En élasticité bidimensionnel, le tenseur des contraintes et le tenseur des déformations 

ont une dimension 2×2. 
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Le tenseur des contraintes [σσσσ] est défini en fonction de la force élémentaire Fd
!

 

appliquée sur un élément de longueur dl – n
!  étant le vecteur unitaire normale à cette 

longueur : 

[ ] dln.Fd
!!

σ= . 

L’élément eij du tenseur des déformations est défini à partir du champ des 

déplacements ui : 
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Figure 1.10 : Représentation des 

déplacements et des forces appliqués 

à un élément de surface. 

 

Loi de Hooke 

Pour de petites déformations, la loi constitutive du milieu est donnée par la loi de 

Hooke, écrite à deux dimensions. Il s’agit d’une relation linéaire entre le tenseur des 

déformations [e] et le tenseur des contraintes [σσσσ] donnée par [Landau et Lifshitz, 1959] : 
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3.3 Élasticité de réseaux bidimensionnels parfaits de ressorts 

En première approximation, le squelette peut être modélisé par un réseau plan de 

ressorts, tous de même longueur, et formant un motif de base triangulaire parfait. Kantor et 

Nelson [1987] ont déterminé de manière analytique une relation entre le module d’extension 

et le module de cisaillement. Cette relation, valable pour des petites déformations, est : 

K 
C = 2 µ C. 

Des simulations numériques ont permis de retrouver ce résultats [Boal et al., 1993 ; Hansen et 

al., 1996]. 

Dans le cas de ressorts de raideur k, il est possible de relier les modules élastiques à la 

raideur d’un seul ressort [Kantor et Nelson, 1987 ; Boal et al., 1993] : 

k
2
3

µ2K CC == . 

3.4 Élasticité entropique 

Nous verrons dans la partie 5 de ce chapitre que les filaments de spectrine se 

comportent comme des ressorts entropiques. Nous allons présenter ici l’origine de cette 

élasticité. Les deux parties suivantes sont basées sur Scaling concepts in polymer physics [de 

Gennes, 1979] et sur la thèse de doctorat de J. F. Allemand [Allemand, 1997]. 

Modèle de la chaîne librement jointe 

Dans ce modèle, un polymère est décrit par une succession de n maillons de longueur 

b. La longueur de contour du polymère est L0 = n b. Sans contrainte extérieure, l’orientation 

des maillons est aléatoire, et la longueur bout-à-bout vaut bnR bb = . Ce polymère est 
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étiré en exerçant une force F
!

 à chacune de ces extrémités (cf. Figure 1.11). L’énergie associée 

à chacun des maillons est ii cosbFE θ=  avec θi l’angle que fait le i ième maillon avec la force 

F
!

. En considérant les maillons indépendants les uns des autres, la fonction de partition de la 

chaîne est donnée par : 

[ ] [ ][ ] nn

1i

n

1i
iii dsincosbFexp2dsin2cosbFexpZ ∫ ∑ ∫∏

= =

θθθβ−π=θθπθβ−=  
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Tk

1

B

=β , kB est la constante de Boltzmann et T la température absolue. L’extension x  

du polymère due à la force F
!

est : 

bF
Tk

Tk
bFancot

F
Z

L
1

L
x B

B00

−







=

∂
∂= . 

À faible force, l’extension est donnée par 
Tk3

bF
L
x

B0

= . 

 

Figure 1.11 : Polymère étiré par une force F
!

 exercée à chacune des extrémités [Allemand, 

1997]. 

L’orientation aléatoire des maillons rend ce modèle peu réaliste. Il a cependant le 

mérite de faire comprendre l’origine de l’élasticité entropique. Il montre que pour étirer un 
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polymère, il faut exercer une force, alors que son énergie potentielle est nulle quelle que soit 

son extension. L’extension du polymère nécessite la réduction du nombre de configurations 

accessibles, ceci a un coût entropique qui s’oppose à la traction. 

Modèle du ver ou Worm Like Chain (WLC) 

Le modèle du ver, plus réaliste, fait intervenir la longueur de persistance ξ du 

polymère. La longueur de persistance ξ est la longueur au bout de laquelle les corrélations 

d’orientation du polymère sont perdues à cause des fluctuations thermiques. Cette longueur 

est une indication de la rigidité du polymère à petite échelle. Ce modèle fait intervenir un 

terme de courbure dans l’énergie EWLC du polymère en plus du terme entropique. Cette 

énergie est donnée par : 
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 le vecteur tangent au polymère, s l’abscisse curviligne, θ l’angle de t
!

 avec la 

direction de la force et L0 la longueur de contour du polymère. 

Marko et Siggia ont été les premiers à obtenir la courbe de l’extension du polymère en 

fonction de la force pour ce modèle [Marko et Siggia, 1995]. Ils ont également donné une 

forme analytique approchée [Bustamante et al., 1994] : 
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Le développement limité pour une faible extension donne le modèle de la chaîne librement 

jointe, en posant b = 2 ξ. Notons que pour une force F de l’ordre du piconewton, une longueur 

de contour de 200 nm et une longueur de persistance de 5 nm –ce sont les ordres de grandeur 

pour la spectrine –, l’extension x déduite de ce modèle est de 0.2 µm. 

3.5 Et l’élasticité enthalpique ? 

Lorsque la force appliquée à un filament de spectrine est de quelques dizaines de 

piconewtons, sa longueur correspond à sa longueur de contour. Il n’y a plus de contribution 

entropique et les liaisons chimiques du polymère commencent à être étirées. La déformation 

se fait dans le régime enthalpique de l’élasticité. Il devient alors possible de déplier les 

séquences de base de la spectrine [Rief et al., 1999 ; Lenne et al., 2000] (cf. § 6.3 de ce 

chapitre). Dans nos expériences, le régime enthalpique n’est jamais atteint car les forces 

appliquées par les pinces optiques sont trop faibles. 

4. État des connaissances sur l’élasticité de la 

membrane du globule rouge humain 

L’élasticité de la membrane du globule rouge a été étudiée par plusieurs techniques 

différentes : déformation par un écoulement [Hochmuth et al., 1973], par un champ électrique 

[Engelhardt et Sackmann, 1988], mesure de la viscosité d’une suspension de globules rouges 

[Drochon et al., 1990] et surtout aspiration d’une portion de la membrane dans une 

micropipette [citons entre autres, Evans, 1973 ; Hochmuth et Waugh, 1987 ; Lelièvre et al., 

1995]. Ces différentes techniques mesurent le module de cisaillement µ de la membrane. Les 

valeurs trouvées se situent entre 4 et 10 µN/m. La technique des micropipettes permet aussi de 
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mesurer le module d’extension, module compris entre 300 et 500 mN/m et donne une 

estimation du module de courbure B (B ∼  kBT). 

4.1 Rôle supposé de la bicouche lipidique et du squelette 

Une augmentation d’aire de la membrane n’est possible que si les lipides « s’écartent » 

les uns des autres. Cette opération est coûteuse en énergie. Ceci signifie que l’extension de la 

membrane est contrôlée par la bicouche lipidique (cf. § 4.2 de ce chapitre). 

La bicouche lipidique est fluide à température ambiante. Elle n’offre donc pas de 

résistance au cisaillement. E. Evans [1973] émet l’hypothèse que la résistance au cisaillement 

peut être principalement attribuée au squelette. Une étude de Waugh et al. [1988] a permis 

d’étayer cette hypothèse en mesurant le module de cisaillement de globules rouges 

pathologiques en fonction de la densité de filaments de spectrine. Les auteurs ont ainsi montré 

que la résistance au cisaillement est directement reliée à la densité de spectrine, et donc au 

squelette. 

4.2 Les expériences d’aspiration par micropipette 

Principe 

Le principe consiste à aspirer une portion de la membrane dans une pipette de verre de 

quelques microns de diamètre. L’aspiration se fait en créant une dépression contrôlée dans la 

pipette, ce qui induit une déformation locale de la membrane. Le module de cisaillement est 

mesuré sur un globule rouge discoïde afin de pouvoir modifier la forme sans changer l’aire de 

la membrane. Pour la mesure du module d’extension, la membrane doit être sous tension afin 

que toutes contraintes se traduisent par une augmentation d’aire. Il est alors nécessaire de 

travailler avec un globule rouge rendu sphérique en milieu hypotonique. 



 — 39 — 

                         

Figure 1.12 : Une portion de la membrane est aspirée dans une pipette de verre ayant un 

diamètre de quelques microns. Cette technique permet de mesurer les modules d’extension et 

de cisaillement de la membrane, et de donner une estimation du module de courbure. 

Détermination du module d’extension K 

La mesure du module d’extension K se fait sur un globule rouge rendu sphérique en 

abaissant l’osmolarité de la solution tampon environnante (cf. Figure 1.13). 

 

Figure 1.13 : Schéma d’un globule rouge sphérique avec la membrane sous tension (milieu 

hypotonique) aspiré par une pipette. Le module d’extension K ainsi mesuré est de l’ordre de 

300 à 500 mN/m [Waugh et Evans, 1979]. 

L’aspiration d’une partie de la membrane dans la pipette crée une contrainte [T], ce 

qui se traduit par une augmentation d’aire de la membrane. La contrainte [T] appliquée sur un 

élément de surface est liée au module K et à la variation de surface relative : 
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−

=  

avec A-A0 la variation de surface, A0 la surface à contrainte nulle. L’intensité T de la 

contrainte est donnée par la relation de Laplace : 
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où ∆P est la pression d’aspiration, RP le rayon interne de la pipette et RC le rayon de la cellule 

à l’extérieur de la pipette. En reliant ces deux formules, le module d’extension K est déduit de 

la mesure du rayon du globule rouge en fonction de la pression d’aspiration, connaissant le 

rayon de la pipette. 

La valeur obtenue pour le module d’extension K est de l’ordre de 300 à 500 mN/m 

[Evans et al., 1976 ; Waugh et Evans, 1979 ; Hochmuth et Waugh, 1987 ; Bucherer et al., 

1991]. 

Détermination du module de cisaillement 

E. Evans [1973] et Skalak et al. [1973] ont proposé un modèle permettant d’extraire le 

module de cisaillement µ des expériences d’aspiration sur des globules rouges discoïdes, à 

partir de la mesure de la longueur de la portion de membrane aspirée et de la différence de 

pression appliquée. La membrane est considérée comme un milieu homogène hyper-élastique 

bidimensionnel isotrope. Les auteurs choisissent d’écrire l’énergie de déformation W sous la 

forme : 
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K et µ sont respectivement les modules d’extension et de cisaillement, I1 et I2 sont deux 

invariants du tenseur des déformations de Green-Lagrange définis à partir des extensions λ1 

et λ2 : 
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La calotte de la membrane dans la pipette (cf. Figure 1.14) est supposée, dans le cas 

général, non-hémisphérique. La partie cylindrique transmet les tensions méridiennes et la 

partie extérieure à la pipette est modélisée par un plan infini. 

Figure 1.14 : Modélisation de la m
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embrane aspirée dans une pipette [Evans, 1973]. 

aintes appliquées sont insuffisantes pour augmenter l’aire de 

 supposée constante (cf. § 4.1 de ce chapitre). La loi de 

nne : 
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avec ACAL l’aire de la calotte, ACYL l’aire de la partie cylindrique et RP le rayon interne de la 

pipette. La forme de la calotte dépend directement du module de cisaillement, et il n’est 

malheureusement pas possible de relever sa forme exacte en microscopie optique. Evans opte 

pour une forme ellipsoïde, Chen choisit lui une forme sphérique [Chen et al., 1978], bien 

qu’Evans ait montré que la calotte n’était sphérique que pour des pressions importantes 

[Evans, 1973]. 

Dans le cas de la calotte sphérique, la relation donnant le module de cisaillement µ est :  
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avec la condition DP ≥ RP ; DP est la longueur totale de la partie aspirée dans la pipette 

(jusqu’au sommet de la calotte). 

Cette formule est utilisée pour déduire le module de cisaillement µ de la mesure de Dp 

en fonction de ∆P. Les valeurs trouvées varient entre 4 et 10 µN/m [Evans, 1973 ; Hochmuth 

et Waugh, 1987 ; Lelièvre et al., 1995]. 

4.4 Mesure du module de courbure B de la membrane 

Plusieurs techniques permettent la mesure du module de courbure, les valeurs 

mesurées varient de quelques kBT à quelques dizaines de kBT. Dans les expériences de 

micropipette, E. Evans [1983] déduit le module de courbure de la pression nécessaire pour 

faire flamber un globule rouge discoïde. Le flambage du globule rouge correspond au passage 

de la forme discoïde à la forme en cupule. Le module ainsi estimé est de l’ordre de 

2.10-19 N.m, soit ∼ 50 kBT. Une autre technique consiste à mesurer l’amplitude des fluctuations 
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de membrane. Le module de courbure ainsi mesuré varie de 5 kBT à 150 kBT. [Peterson et al., 

1992 ; Sackmann, 1994]. 

En conclusion de cette section, il apparaît trois points importants : i) Le module 

d’extension de la membrane K est grand devant le module de cisaillement µ de la membrane. 

ii) à faible force, il n’y a pas d’augmentation d’aire, la déformation est une déformation de 

cisaillement pur. iii) L’énergie de courbure B est négligeable. 

5. État des connaissances sur l’élasticité du 

squelette 

5.1 Élasticité du squelette 

Les propriétés élastiques du squelette proviennent d’une part, de l’élasticité 

intrinsèque des filaments de spectrine, et d’autre part, de la topologie du réseau. 

Élasticité entropique des filaments de spectrine 

Le premier facteur déterminant est l’élasticité de chacun des filaments de spectrine. 

Dans un certain nombre d’études [Liu et al., 1984 ; Shen et al., 1986], la spectrine apparaît 

comme une molécule flexible. Une étude de Stokkes et al. [1986] a permis de montrer que la 

distance bout-à-bout de dimères et de tétramères de spectrine en solution décroît quand la 

température augmente. Ces observations ont mené à l’hypothèse que la spectrine est un 

polymère flexible qui se comporte comme un ressort entropique. 
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Topologie du squelette 

Le fait que le squelette ait une structure bidimensionnelle, avec un réseau à base 

triangulaire lui confère des propriétés élastiques spécifiques. Comme nous l’avons déjà vu 

dans la partie 3 de ce chapitre, cette topologie particulière permet de relier de manière simple 

les modules d’extension et de cisaillement du squelette (KC = 2 µC). 

5.2 Observation du comportement élastique d’un squelette libre 

Il n’existe à notre connaissance qu’une seule étude portant sur le comportement 

élastique d’un squelette fraîchement extrait d’un globule rouge [Svoboda et al., 1992]. Les 

expériences de Svoboda consistent à isoler un globule rouge sous un microscope, à le 

maintenir à l’aide d’une bille collée à sa membrane et piégée dans une pince optique, puis à 

injecter un détergent afin de dissoudre la bicouche lipidique. La taille et la forme du squelette 

sont mesurées par microscopie DIC (differential interference contrast) en fonction de 

l’osmolarité ou du taux de cisaillement de l’écoulement. 

Le diamètre des squelettes dépend fortement de la force ionique du milieu environnant 

(et donc de l’osmolarité), de 8.5 µm à 25 mOsm/kg jusqu’à 4.3 µm à 300 mOsm/kg. À force 

ionique élevée, les squelettes s’effondrent de manière irréversible. Ceci semble dû à 

l’adhésion des filaments de spectrine entre eux : les charges assurant les répulsions 

électrostatiques entre filaments sont écrantées par les ions de la solution. D’autre part, un 

squelette déformé par écoulement est beaucoup plus flexible que le globule rouge dont il est 

issu. Ceci laisse à supposer un module de courbure de squelette moindre que celui de la 

membrane intacte. Les auteurs présentent aussi une évaluation grossière de la longueur de 

persistance d’un filament de spectrine in situ, de l’ordre de 6 nm. Cette évaluation est détaillée 

dans la partie 6 de ce chapitre. 
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Cette publication est le point de départ de notre travail. Nous reprenons le protocole de 

dissolution de la bicouche lipidique. De plus, nous commençons par des mesures à 

25 mOsm/kg afin de s’affranchir de l’effondrement du squelette à haute osmolarité observé 

dans cette publication. 

5.3 Estimation du rapport KC/µC 

Discher et collaborateurs ont mesuré un rapport KC/µC proche de 2 à partir d’images 

obtenues en marquant l’actine d’un squelette aspiré dans une pipette [Discher et al., 1994 ; 

Mohandas et Evans, 1994]. Les images obtenues montrent que le squelette glisse le long de la 

bicouche lipidique lors de son aspiration dans la pipette. La densité du squelette varie dans la 

portion de membrane aspirée (cf. Figure 1.15) : importante à l’entrée de la pipette, la densité 

de squelette est faible au niveau de la calotte. Les auteurs ont utilisé cette différence de 

densité pour en déduire une estimation du rapport KC/µC. En notant ρe la densité de squelette à 

l’entrée de la pipette et ρc celle au niveau de la calotte, L la longueur totale de la portion de 

membrane aspirée et Rp le diamètre de la pipette, ils estiment : 
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En mesurant ρe et ρc, les auteurs donnent une estimation du rapport KC/µC proche de deux. 
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Figure 1.15 : L’actine des 

complexes de jonction est 

marquée par une sonde 

fluorescente. La variation 

d’intensité de fluorescence dans 

la pipette montre que le squelette 

glisse le long de la bicouche 

lipidique lors de l’aspiration 

[Discher et al., 1994]. 

5.4 Simulations numériques de réseaux de ressorts 

Boal [1994] a réalisé des simulations numériques en tenant compte du fait que la 

spectrine peut fluctuer en dehors du plan de la membrane. Il a réalisé des simulations de 

Monte Carlo sur un réseau triangulaire parfait de spectrine, celle-ci étant libre de fluctuer dans 

un demi-espace, les fluctuations dans l’autre demi-espace sont interdites par la présence de la 

bicouche lipidique. En entrant comme paramètres la température T = 300 K, la longueur de 

contour (L = 200 nm) et la longueur bout-à-bout in situ (Lbb = 75 nm) des filaments de 

spectrine, il mesure µC = 10 ± 2 µN/m et KC = 17 ± 2 µN/m. Il évalue donc le rapport du 

module d’extension KC sur le module de cisaillement µC à 1.7. 

Hansen et al. [1997] ont étudié le comportement mécanique d’un réseau 

bidimensionnel, triangulaire de ressorts, mais avec défauts topologiques. Les défauts sont 

créés en introduisant des hexamères et des octamères, ainsi qu’en faisant varier le nombre de 
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filaments de spectrine par actine de 3 à 8 de manière aléatoire. Ils ont montré que le module 

de cisaillement et le module d’extension pouvaient décroître jusqu’à un facteur deux lorsque 

le nombre de défauts du réseau augmente. En revanche, le rapport KC/µC est de l’ordre de 2 

lorsqu’il n’y a pas de défauts, et augmente avec la densité de défauts. 

6. État des connaissances sur la raideur d’un 

filament de spectrine 

Chaque filament de spectrine peut être modélisé comme un ressort entropique, de 

raideur k. Plusieurs évaluations de la longueur de persistance de la spectrine existent. 

6.1 Évaluation de ξξξξ d’après la longueur de contour et la longueur bout-à-

bout d’un filament de spectrine 

Dans le modèle de ver, la longueur de persistance ξ à 300 mOsm/kg peut être déduite 

de la longueur de contour L0 de la spectrine et de sa longueur bout-à-bout Rbb [Flory, 1988] : 

)L(2R 0bb ξ−ξ= . 

L0 est de l’ordre de 200 nm. Une approximation de la longueur bout-à-bout est donnée 

par la longueur des filaments de spectrine in situ entre 50 et 80 nm (cf. § 2.2 de ce chapitre). 

La longueur de persistance ainsi mesurée varie de 6 à 17 nm. 

6.2 Mesure de la longueur de persistance de dimères de spectrine en 

solution 

Cette étude a été réalisée par Stokke et al. [1985]. La longueur de persistance est 

déduite de l’étude de la viscosité d’une solution de dimères de spectrine. Ces dimères sont 
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purifiés à partir de globules rouges humains. La longueur de persistance est évaluée à 20 nm. 

Dans cette expérience, l’osmolarité n’est pas connue avec précision. 

6.3 Expérience de dépliement des séquences de base de la spectrine 

Deux études sur molécule unique par AFM (Atomic Force Microscopy) ont permis 

une mesure directe de la longueur de persistance d’un monomère de spectrine (et non d’un 

filament de spectrine, composé de deux dimères) [Rief et al., 1999 ; Lenne et al., 2000]. Cette 

technique consiste à accrocher une extrémité d’un monomère de spectrine à un cantilever de 

raideur connue, l’autre extrémité étant absorbée sur une surface (verre ou mica) montée sur un  

dispositif de nano-déplacement piézo-électrique. Un dispositif laser couplé à une photodiode 

mesure le déplacement du cantilever, et donc la force, pendant que la surface est éloignée. 

   

Figure 1.16 : Étirement d’un brin de spectrine par AFM. Un brin de spectrine est étiré en 

déplaçant la surface à l’aide d’un cristal piézo-électrique. Le diagramme Force/Extension 

montre le dépliement des séquences de base de la spectrine [Rief et al., 1999]. 

La courbe donnant la force en fonction de l’extension est lissée par le modèle de 

Marko et Siggia. Ces mesures donnent une longueur de persistance de l’ordre de 0.8 nm pour 

un brin de spectrine à 300 mOsm/kg [Rief et al., 1999] et de 0.6 nm à 150 mOsm/kg [Lenne 
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et al., 2000]. Notons toutefois que la longueur de persistance d’un filament de spectrine 

(association de dimères αβ) doit être plus importante que celle d’un seul monomère. 

6.4 Expérience de Svoboda et al. [1992] 

Les expériences sur le comportement de squelettes libres fraîchement extraits donnent 

une mesure indirecte et approximative de la longueur de persistance de filaments de spectrine 

in situ (inclus dans un réseau). C’est à notre connaissance la seule mesure existante réalisée 

sur un filament inclus dans le squelette du globule rouge. Ce dernier point est important car la 

spectrine en solution peut avoir des propriétés élastiques différentes de la spectrine in situ. 

Svoboda et collaborateurs définissent la longueur de persistance ξ comme la somme 

d’une longueur ξelc due aux répulsions électrostatiques au sein de la protéine, et d’une 

longueur ξste due aux répulsion stériques entre atomes. La première longueur dépend de 

l’osmolarité du milieu environnant, la deuxième non. La longueur de persistance est déduite 

de la courbe donnant le diamètre du squelette en fonction de l’osmolarité. Le diamètre 

diminue lorsque l’osmolarité augmente, jusqu’à une osmolarité de 215 mOsm/kg à partir de 

laquelle le diamètre ne varie plus. En ce point, les auteurs estiment que ξele est égal à ξste. Or, 

la valeur de ξste évaluée par simulation numérique, est de l’ordre de 3 nm. Ils en déduisent 

ainsi une longueur de persistance de la spectrine in situ de 6 nm à 215 mOsm/kg. 
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6.5 Bilan sur la longueur de persistance 

 Longueur de 
persistance ξ 

Osmolarité 
(mOsm/kg) 

D’après la longueur bout-à-bout de la spectrine in situ 6-17 nm 300 

Dimère de spectrine en solution, par viscosimètrie, [Stokke et al., 1985] 20 nm ? 

Monomère de spectrine par AFM, [Rief et al., 1999] 0.8 nm 300 

Monomère de spectrine par AFM, [Lenne et al., 2000] 0.6 nm 150 

Spectrines inclues dans le squelette, [Svoboda et al., 1992] 6 nm 215 

 

Table 2 : Bilan des différentes mesures de la longueur de persistance de la spectrine. 

Conclusion 

Les propriétés élastiques remarquables du globule rouge humain sont dues à sa 

membrane. Celle-ci est composée d’une bicouche lipidique sous laquelle est ancré un réseau 

bidimensionnel de protéines : le squelette. Ce squelette est constitué de longs filaments de 

spectrine reliés entres eux par des complexes de jonction, le tout formant un réseau 

grossièrement triangulaire. La bicouche lipidique semble contrôler la résistance à l’extension 

de la membrane alors que le squelette semble contrôler la résistance au cisaillement. Les 

propriétés mécaniques du squelette proviennent à la fois de sa topologie (réseau 

bidimensionnel triangulaire) et de la raideur de chaque filament de spectrine. Ces derniers 

peuvent être modélisés par des ressorts entropiques. 

Le module d’extension de la membrane, mesuré par micropipette, est de l’ordre de 300 

à 500 mN/m. La même technique donne un module de cisaillement de la membrane compris 

entre 4 et 10 µN/m. En ce qui concerne le squelette, sa structure bidimensionnelle triangulaire 

implique que le module d’extension doit être environ le double du module de cisaillement. 
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Enfin, la raideur de la spectrine est déterminée par sa longueur de persistance, qui est de 

l’ordre du nanomètre, voire de la dizaine de nanomètre. 

Comme nous l’avons vu, l’étude de l’élasticité de la membrane du globule rouge se 

révèle être un problème complexe. Bien que les premières études sur l’élasticité datent du 

début des années 1970, plusieurs questions restent en suspens. Une de ces questions est de 

comprendre le rôle respectif de la bicouche lipidique et du squelette. Il est nécessaire pour 

cela de réaliser des mesures d’élasticité de la membrane et de les comparer à des mesures 

similaires sur le squelette seul. Ceci est un des objectifs de cette thèse. D’autre part, il n’existe 

pas de mesures précises de la longueur de persistance ξ de la spectrine in situ. Or, il apparaît 

possible de déduire ξ des modules élastiques macroscopiques du squelette seul. La mesure de 

ξ est un deuxième objectif de cette thèse. 
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Chapitre 2 

Les Pinces Optiques 

Introduction 

Les forces radiatives – ou exercées par la lumière – n’ont que peu d’effet à l’échelle 

macroscopique. Un des rares exemples macroscopiques de ces forces est donné par 

l’orientation de la queue des comètes, comme l’a découvert l’astronome Johannes Kepler au 

début du XVIIe siècle. Celle-ci est toujours orientée dans la direction opposée au soleil parce 

que les particules la composant sont poussées par les forces radiatives. En 1873, James Clerk 

Maxwell démontre théoriquement que la lumière peut exercer des forces. De par leurs très 

faibles valeurs, il faut attendre le début des années 1960 et le développement des lasers pour 

que ces forces soient étudiées. 

Un pionnier dans ces études a été Arthur Ashkin. En focalisant un faisceau laser, il a 

pu déplacer et même faire léviter des particules de quelques microns de diamètre. Ces 

recherches sont à la base du piégeage et du refroidissement d’atomes, ainsi que du 

développement des pinces optiques [Ashkin, 1970 ; Ashkin et al., 1987]. 

Selon la puissance du faisceau laser, les pinces optiques exercent des forces allant de 

quelques piconewtons à quelques centaines de piconewtons sur des objets de taille 

micronique. Cette gamme de force est bien adaptée à l’étude des cellules et des 

macromolécules. 



 — 54 — 

Nous présentons dans la première partie de ce chapitre le principe des pinces optiques. 

Le dispositif expérimental utilisé dans ce travail est ensuite décrit. La troisième partie 

présente les étalonnages donnant la force exercée par une pince sur une bille. Enfin, nous 

présentons un dispositif de mesure de déplacement d’une bille piégée à l’aide d’une 

photodiode à quadrants. 

Ce chapitre est en partie inspiré de l’article de Svoboda et Block [1994], du livre Laser 

tweezers in cell biology [1998] et de la thèse de doctorat de A. J. Simon [1992]. 

1. Principe des pinces optiques 

Comment créer une pince optique 

Une pince optique est obtenue en focalisant un puissant faisceau laser à profil 

d’intensité gaussien, par un objectif de microscope de grande ouverture numérique. Le 

gradient d’intensité lumineuse ainsi créé a la propriété de piéger de manière stable des petits 

objets diélectriques d’indice optique supérieur à celui du milieu environnant. Le piégeage 

s’effectue au point de plus forte intensité, à savoir le point de focalisation. 

 

Figure 2.1 : Une pince optique est créée en 

focalisant un puissant faisceau laser par un 

objectif de microscope. 

 

 

θθθθ 
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Focalisation du faisceau laser 

Le laser émet dans le mode fondamental TEM00. L'intensité lumineuse de ce mode a 

un profil gaussien. Lorsqu'un tel faisceau est focalisé par un objectif de microscope, il reste 

gaussien, mais sa largeur varie suivant l'axe z (cf. Figure 2.1). Le gradient d’intensité dans le 

plan transverse au faisceau est créé par le profil gaussien. En revanche, le gradient suivant 

l’axe z est dû à la focalisation du faisceau par l’objectif du microscope. 

L'intensité lumineuse est donnée par [Simon, 1992] : 
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P∞ est la puissance totale du laser, λ sa longueur d'onde et nmil l’indice optique du milieu. La 

largeur w0 de la tache de diffraction au point de convergence est fonction de l'ouverture 

numérique ON de l'objectif : 

ON2
22.1w 0

λ= . 

L'ouverture numérique est définie par ON = nmil sin θ où θ est le demi-angle du cône 

émergent (cf. Figure 2.1). 

Forces radiatives 

Il y a deux types de forces radiatives en compétition. La première est la force de 

gradient qui tend à amener la particule dans la région de plus haute intensité lumineuse. Elle 

agit suivant la direction du gradient d’intensité. La seconde est due à la pression de radiation 

qui agit suivant le sens de propagation du faisceau et tend à pousser la particule hors du piège. 
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Pourquoi y a-t-il piégeage ? Pour répondre à cette question, nous considérerons deux 

cas suivant la taille de la particule piégée. Le premier est le cas où la particule est petite 

devant la longueur d’onde λ du laser. Dans ce cas, le champ électrique est considéré comme 

uniforme sur la particule et les relations de l’électromagnétisme s’appliquent simplement. Le 

deuxième cas concerne les particules grandes devant la longueur d’onde. Un raisonnement 

d’optique géométrique explique alors le piégeage. 

1.1 Description électromagnétisme ou régime de Rayleigh 

Le champ électrique est supposé uniforme sur la particule sphérique diélectrique. Sous 

l’action du champ électrique, la particule acquiert un moment dipolaire induit p! . La particule 

est alors considérée comme un dipôle induit ponctuel. L’expression de p
!  est : 
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 est le champ électrique, nmil l’indice optique du milieu environnant la particule, npar l’indice 

optique de la particule, m=npar/nmil, et a le rayon de la particule piégée. 

Force de gradient 

La force de gradient est donnée par : 
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Cette expression montre que i) la force de gradient est orientée suivant le gradient 

d’intensité lumineuse, et que ii) le piégeage n’est possible que si m est supérieur à 1, 

autrement dit que si l’indice optique de la particule est supérieur à celui du milieu 

environnant. Cette expression explique l’origine du piégeage et montre que la particule 

diélectrique est attirée vers le point de plus forte intensité lumineuse, à savoir le point de 

focalisation du laser. 

Force de pression radiative 

La force scatF
!

de pression radiative exercée sur une sphère est donnée par 
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= , avec u!  un vecteur unitaire orienté suivant le sens de propagation de la 

lumière, et Pscat la puissance diffusée par la sphère. La puissance diffusée par un dipôle est : 
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k est le nombre d’onde et ω la pulsation. Nous retrouvons le terme en 1/λ4 responsable du 

rouge des couchers de soleil. 

La pression de radiation dépend linéairement de l’intensité lumineuse et varie en 1/λ4. 

L’utilisation d’une grande longueur d’onde (proche infrarouge) minimise cette force. Pour 

faire léviter une particule, il faut lutter contre la pression de radiation et contre le poids 

apparent de la particule. Ceci signifie que le gradient d’intensité suivant l’axe z du faisceau 

doit être important, d’où l’utilisation d’un objectif à grande ouverture numérique (supérieure à 

1, donc à immersion). 
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1.2 Description d’optique géométrique ou régime de Mie 

Étudions maintenant le cas où la particule est grande devant la longueur d’onde. Une 

solution à ce problème est donnée par Ashkin [1992]. Nous ne présentons ici qu’une 

explication qualitative. Le faisceau laser est considéré comme une somme de i rayons 

lumineux. Tous ces rayons sont focalisés en un même point. Dans ce modèle, les effets de 

diffraction sont négligés, puisque l’objet est grand devant la tache de diffraction. 

Un rayon traversant la sphère change de direction. Chaque rayon i a une impulsion ip
!

 

différente : knp ii

!
"

! = , où ni est le nombre de photons dans le rayon i, "  est la constante de 

Planck et k
!

 le vecteur d'onde. La conservation de l’impulsion montre qu’une impulsion est 

transmise à la sphère. La somme de toutes les impulsions transmises par unité de temps 

produit une force sur la bille qui est en position d'équilibre stable lorsqu'elle se trouve au point 

de convergence du faisceau. 

 

Figure 2.2 : Dans le cas où la bille est grande devant la longueur d'onde, le faisceau est décrit 

comme une somme de i rayons lumineux. A) et B) représentent le piégeage selon l’axe du 

faisceau ; C) celui dans le plan transverse [Ashkin, 1992]. 
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1.3 Cas intermédiaire 

Le piégeage est optimal lorsque la taille de la particule piégée est de l’ordre de 

grandeur de la taille du piège w0. Dans ce cas, il n’est pas possible de calculer la force exercée 

par le faisceau sur une bille piégée. La connaissance de l’intensité de la force nécessite un 

étalonnage. Cet étalonnage est décrit dans la section 3 de ce chapitre. 

1.4 Choix de la longueur d’onde 

Un des inconvénients des pinces optiques est l’élévation locale de la température et les 

éventuels dommages qui pourraient en résulter. Ce problème est primordial parce que le laser 

utilisé est de grande puissance (jusqu’à plusieurs centaines de mW). 

Il y a deux moyens complémentaires de minimiser l’échauffement. Le premier est de 

ne pas piéger directement l’objet biologique étudié mais de piéger un objet intermédiaire, par 

exemple des billes de silice ou de latex qui adhérent à l’objet biologique. Le deuxième moyen 

consiste à optimiser la longueur d’onde du laser afin de minimiser l’absorption par l’objet 

biologique. 

Minimiser l’absorption de l’eau et de l’hémoglobine 

Dans le globule rouge, l’absorption se fait essentiellement par l’eau et l’hémoglobine. 

La figure 2.3 présente le spectre d’absorption de l’hémoglobine (à la concentration 

physiologique) et de l’eau en fonction de la longueur d’onde. Aux environs de 1100 nm, les 

deux courbes présentent un minimum. Ceci est une des raisons pour lesquelles nous utilisons 

un laser Nd:YAG de longueur d’onde d’émission 1064 nm. 
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Figure 2.3 : Absorption de l’eau et de l’hémoglobine (à la concentration physiologique) en 

fonction de la longueur d’onde (les deux graphiques n’ont pas la même échelle en ordonnée). 

Évaluation de l’échauffement local 

Nous cherchons l’élévation de température due au laser focalisé directement sur un 

globule rouge. Nous ne considérons que l’absorption de l’hémoglobine sur une sphère de 

rayon R égal à la taille du piège (R ∼  1 µm). L’énergie est dissipée par conductivité thermique 

dans l’eau (keau = 0.6 W.m-1.K-1). 

En régime permanent, la distribution de température en dehors de la sphère est donnée 

par :  

0T =∆ . 

La relation donnant la température T en fonction de la température T0 à l'infini et de la 

distance r au centre de la sphère est : 

r
AT)r(T 0 += , pour r > R. 
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Nous voulons déterminer la température T(R). Le coefficient A est obtenu à partir du flux de 

chaleur : 

2
abs

2
eau

r
P

r
Ak

≈  ; d'où 
eau

abs

k
P

A = . 

La puissance absorbée Pabs par l'hémoglobine est donnée par : )e1(PP R
abs

α−−= , où α est 

l’absorption d’une solution physiologique d’hémoglobine, à 1064 µm (20 cm-1) et P la 

puissance du faisceau laser sur le globule rouge (100 mW). 

Finalement, l'élévation de température est de l'ordre de A/R et vaut environ 3 K. 

Ceci est en accord avec certaines évaluations et mesures [Liu et al., 1995 ; Kuo, 1995]. 

Ces auteurs évaluent l’élévation de température dans l’eau de l’ordre de 1 à 1.5°C pour une 

émission de 100 mW. 

2. Dispositif expérimental 

Nous allons maintenant décrire le dispositif expérimental. Il est comparable à celui 

utilisé par Simmons et al.,[1996]. Les pinces optiques sont construites autour d’un microscope 

droit de marque Reichert. Le dispositif peut être séparé en deux parties : les pinces optiques et 

l’observation. Un détecteur de position est utilisé dans les expériences présentées au chapitre 

6. Les modifications au montage de base sont présentées dans la partie 4 de ce chapitre. 
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2.1 Schéma du dispositif expérimental 

 

Figure 2.4 : Schéma du dispositif expérimental. Le faisceau laser est focalisé par un objectif à 

immersion. Le piège se situe au point de focalisation. Deux miroirs galvanométriques 

permettent de déplacer le piège dans le plan de focalisation, ou de créer plusieurs pinces 

simultanément. 

2.2 Description des différents éléments 

Les lasers 

Le piégeage est réalisé par un laser infrarouge continu Nd:YAG (modèle R2-E-106C, 

Spectra Physics) dont la puissance en émission est ajustable de 50 à 600 mW. La longueur 

d'onde d’émission est de 1064 nm et la divergence du faisceau est estimée à ∆θ ∼  2.10-3 rad. 

Ce laser émet dans le mode fondamental TEM00 : le profil en intensité est gaussien. Ce type 

de laser a été choisi pour trois raisons. Il est puissant, le faisceau a un profil gaussien et son 

émission dans le proche infrarouge minimise l’absorption par les cellules. 
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Nd:YAG est l’abréviation de « neodymium:yttrium aliminum garnet ». La source de 

photons est le cristal YAG, l’élément actif est le néodyme. Ce dernier se désexcite en émettant 

un photon à 1064 nm. L’inversion de population est réalisée par deux diodes lasers, de 

puissance ajustable jusqu’à 2 W. Ce type de pompage crée un faisceau très stable et ne 

nécessite pas de refroidissement particulier. 

Un laser rouge Hélium-Néon est superposé au laser infrarouge de manière à effectuer 

les réglages optiques et à visualiser la position du piège à l'écran. Sa faible puissance, de 

l’ordre de 1 mW, est sans effet sur les globules rouges, ni sur les objets piégés. Il est de plus 

systématiquement éteint pendant l’utilisation des pinces optiques afin de ne pas détériorer la 

qualité des images enregistrées. 

Les miroirs galvanométriques 

Un dispositif de deux miroirs galvanométriques (modèle 6800 HP, Cambridge 

Technology), d’axes perpendiculaires l’un à l’autre permet i) de déplacer la pince optique 

dans le plan transverse au faisceau, et ii) de commuter le faisceau entre deux, trois ou quatre 

positions différentes afin de créer plusieurs pinces simultanément. L’obtention et l’utilisation 

de pinces multiples sont détaillées dans la partie 2.3 de ce chapitre. 

Chacun des miroirs est alimenté par un générateur de puissance (non représenté sur la 

Figure 2.4). Le positionnement et le déplacement de chacun des miroirs sont contrôlés par un 

générateur de fonction qui module le signal d’alimentation des miroirs. 

Les miroirs et les lentilles 

Le miroir dichroïque M1 permet la superposition des deux faisceaux lasers. Il laisse 

passer la lumière visible mais réfléchit l'infrarouge. Le miroir dichroïque M2, dans le 
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microscope, réfléchit la totalité de la lumière infrarouge vers l’objectif, mais laisse passer la 

lumière visible vers l’oculaire et la caméra. 

La lentille L1 convergente, de focale +200 mm, réduit la divergence de faisceau et 

assure que la totalité du faisceau soit réfléchie par les deux (petits) miroirs galvanométriques. 

La lentille L2 convergente, de focale +500 mm, a deux fonctions. La première est d'ajuster le 

diamètre du faisceau à la pupille d'entrée du microscope, ce qui maximise le gradient 

d'intensité lors de la focalisation. La deuxième est de faire l'image des miroirs 

galvanométriques sur la pupille d'entrée du microscope. Lorsque plusieurs pièges sont utilisés, 

le faisceau oscille entre plusieurs positions, et la lentille évite que le faisceau ne sorte du 

microscope. 

Le faisceau laser est divergent lorsqu’il arrive sur l’objectif du microscope. Ceci 

signifie que le point de focalisation du laser est légèrement décalé par rapport au plan de 

visualisation. Cet effet est agravé par les abérations chromatiques axiales ; l’objectif n’est pas 

optimisé pour la lumière infra-rouge. Ces deux effets sont toutefois négligeables car une bille 

piègée apparaît nette. 

L'objectif à immersion 

Un objectif à immersion est utilisé à la fois pour le piégeage et pour l'observation. 

L'objectif a une ouverture numérique de 1.25 et un grossissement ×100. Une huile adaptatrice, 

d'indice optique 1.5, est utilisée afin de supprimer les interfaces verre-air entre l'objectif et la 

lamelle. 
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L’observation 

Lors de l’utilisation des pinces optiques, l’observation se fait à l’aide d’une caméra 

(SIT 68, Dage-MTI Inc.) reliée à un moniteur de contrôle. Cette caméra n’est pas sensible à 

l’infrarouge, les pièges n’apparaissent pas sur les images. Les images sont enregistrées sur un 

Macintosh équipé d'une carte d'acquisition d'images (ScionQuest) et sur un magnétoscope S-

VHS. 

2.3 Obtention, positionnement et déplacement de pinces multiples 

Obtention de pinces multiples 

Les manipulations sur le globule rouge ont nécessité l’utilisation de deux pinces 

optiques simultanément, celles sur le squelette de trois. Plusieurs pinces sont obtenues sur le 

principe du partage en temps du faisceau [Visscher, 1993]. Le faisceau commute entre 

différentes positions à une certaine fréquence fC. Une fréquence fC trop faible (inférieur à 50 

Hz) permet à un objet de s’éloigner du centre de la pince entre deux passages du laser. Une 

fréquence trop grande (∼  kHz) augmente considérablement le temps de transit entre chaque 

piège et une partie importante de la puissance est perdue entre les pièges. La durée de 

commutation des miroirs d’une position à l’autre est de l’ordre de 200 µs. Nous avons évalué 

la fréquence fC optimale à 200 Hz pour notre dispositif. Naturellement, la force exercée par 

une pince dépend du nombre de pinces utilisées. Il a donc été nécessaire de réaliser un 

étalonnage en fonction du nombre de pinces. 

Positionnement et déplacement 

Nous avons modifié le logiciel d’acquisition et de traitement d’image NIH Image afin 

de contrôler le nombre de pièges, leur position et leur déplacement. Le choix du nombre de 
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pièges, ainsi que leur position se fait directement sur l’image acquise depuis la camera. Ceci 

permet de positionner les pièges directement sur les billes avec une grande précision. Il est 

ensuite possible de déplacer les pièges les uns par rapport aux autres. Ce programme gère 

jusqu’à quatre pièges simultanément. 

Les pièges ne sont que partiellement indépendants les uns des autres. Il n’est pas 

possible de modifier leur disposition générale sans interrompre l’alimentation des miroirs 

(cela permettrait au globule rouge de s’échapper). En revanche, la distance relative entre 

chaque piège peut être modifiée dans deux directions perpendiculaires. 

3. Calibration des forces 

Un étalonnage est nécessaire pour déterminer la force exercée par une pince sur une 

bille piégée. Nous avons réalisé deux types d’étalonnages. Le premier consiste à déterminer la 

force maximale exercée par le piège, avant que la bille ne sorte du piège. Le deuxième mesure 

la raideur du piège, c’est à dire la force exercée sur la bille suivant la position de celle-ci dans 

le piège. Nous avons enfin évalué la raideur d’un piège lorsque plusieurs pièges sont utilisés 

simultanément. 

3.1 Principe de l’étalonnage 

La focalisation du laser crée un puits de potentiel (cf. Figure 2.5). Réaliser un 

étalonnage des forces revient à déterminer la forme de ce potentiel. La force exercée sur la 

bille par le piège dépend de la position r de la bille dans le piège (r est la distance dans le plan 

transverse au faisceau). Le point d’inflexion de la courbe donnant l’énergie en fonction de la 

position r correspond à la force maximale exercée par la pince. À faible r, typiquement 
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inférieur au micron, le potentiel est harmonique et nous pouvons déterminer la raideur du 

piège. 

 

Figure 2.5 : Forme du puits de 

potentiel créé par la focalisation 

du laser. 

 

3.2 Mesure de la force maximale 

Principe de l'étalonnage 

Une suspension de billes de 2.1 µm de diamètre à 2.5 ‰ en volume est préparée puis 

déposée dans une chambre d’observation. La chambre d’observation se compose d’une lame 

et d’une lamelle dont la distance de séparation est fixée par un film plastique à une centaine 

de microns. Une bille est piégée dans une pince optique (cf. Figure 2.6) et un signal sinusoïdal 

à basse fréquence est appliqué à un des miroirs. Le piège se déplace alors dans le champ 

d’observation. L’amplitude des oscillations est fixée arbitrairement à 23.8 µm et la fréquence 

varie de 10 à 100 Hz. La bille suit le piège. Elle est soumise à la force de piégeage et à la 

force de frottement visqueux exercée par l’eau sur la bille. Le nombre de Reynolds est petit 

devant 1, l’inertie est donc négligeable et la force de frottement visqueux est donnée par la 

force de Stokes : 

Va6FS

!!
ηπ−= . 

où η est la viscosité de l'eau prise à 25°C (η = 0.9 mPa.s), a est le rayon de la bille 

(a = 1.05 µm) et V
!

 sa vitesse. La vitesse maximale de la bille est νπ= 0max x2V , où x0 est 
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l'amplitude (2 x0 = 23.8 µm), ν la fréquence des oscillations. La fréquence d’oscillation ν est 

progressivement augmentée. À tout moment, la force de piégeage est égale à la force de 

Stokes. À l’échappement de la bille , la force maximale est donnée par Fpince = 6πηaVmax. La 

force de piégeage maximale est mesurée en fonction de la puissance d’émission du laser et de 

la distance h du piège à la lamelle. Cette distance h est mesurée en déplacant la platine du 

microscope verticalement à l’aide d’une vis micrométrique, tandis qu’une bille est piégée. 

L’erreur sur cette mesure est de ± 1 µm. 

Figure 2.6 : Le piège oscille, la bille est 

alors soumise à la force de la pince et à 

une force de frottement visqueux. La 

fréquence d’oscillation est augmentée 

progressivement. La force de piégeage 

maximale est déterminée lorsque la bille 

sort du piège. 

 

Force de Stokes près d'une paroi plane 

L’expression de la force de Stokes n’est valable que dans un fluide infini. Une 

correction est apportée pour tenir compte de l'influence d'une des parois. Un facteur 

multiplicatif β vient corriger la force de Stokes afin de prendre en compte l’annulation du 

champ de vitesse à la paroi. Son expression d’après Happel et Brenner [1991] est : 

βηπ−= Va6FS
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où a est le rayon de la bille et h’ la distance de la bille à la paroi la plus proche – notons que 

h’ = h pour h < e/2 avec e la hauteur de la chambre d’observation et h’ = e – h, quand h > e/2. 

Pour une bille de diamètre 2.1 µm, la correction est inférieure à 1% au-delà de 50 µm. Les 

chambres d’observation font une centaine de microns de hauteur ; nous ne prenons en compte 

l'influence que d'une seule paroi. 

Étalonnage à un piège 

Nous avons réalisé une série de mesures suivant la puissance du laser et la distance 

entre le piège et la lamelle. La figure 2.7 montre la variation de la force maximale en fonction 

de la puissance d’émission du laser. 

Figure 2.7 : Variation de la force 

maximale de piégeage en fonction de la 

puissance du laser pour h = 30 µm, 

h = 50 µm et h = 80 µm. Les points 

expérimentaux sont superposés à la 

courbe obtenue par l’équation 2.1 (en 

trait plein). 

 

En première approximation, la force maximale est proportionnelle à la puissance du 

laser, comme prévu par la théorie. Un écart à la linéarité est cependant observé au-delà de 

300 mW. Une hypothèse permettant d’expliquer ce phénomène est que le mode TEM00 soit 

pollué par un autre mode non gaussien. De plus, la force décroît lorsque la distance à la 

lamelle h augmente. Ceci est dû à l'interface verre-eau, au voisinage de la lamelle, qui n’est 

pas un dioptre parfaitement stigmatique, puisqu’il est plan. La forme du piège dépend alors 

de h. 
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Par commodité, nous avons déterminé la loi empirique donnant la force maximale en 

fonction de la puissance P d’émission du laser et de la distance h du piège à la lamelle. La 

dépendance en puissance est modélisée par un polynôme du 3e degré afin de tenir compte de 

l’écart à la linéarité. Nous avons obtenu : 

0

32

hh
PdPcPba)h,P(F

+
+++= ,   Eq. 2.1 

avec a = -79.9 pN.µm, b = 21.9 pN.µm/mW, c = -0.02 pN.µm/mW², d = 2.4 10-5 pN.µm/mW3 

et h0 = 104.5 µm. La figure 2.7 représente trois courbes types obtenues à 30, 50 et 80 µm de la 

lamelle. Les points expérimentaux sont superposés à la courbe obtenue par l’équation 2.1. 

Nous avons estimé la précision sur l’intensité de la force de l’ordre de 5 %. La 

principale source d’incertitude vient de la dispersion dans le diamètre des billes. Cette 

dispersion est de l’ordre de ± 0.1 µm. La force maximale mesurée sur deux billes différentes 

dans les mêmes conditions diffère de quelques pour-cent. Une deuxième source d’erreur peut 

provenir d’un mauvais alignement des lasers ou de poussières sur le matériel optique. C’est 

pour cela que l’alignement est réalisé minutieusement au début de chaque manipulation et 

nous vérifions par un test que la force obtenue est en accord avec l’étalonnage. 

Force maximale avec deux pinces 

La force maximale lorsque deux pinces sont utilisées simultanément est mesurée par la 

même méthode. Deux pièges sont créés en faisant commuter un miroir à la fréquence fC égale 

à 300 Hz. Nous avons trouvé : 

F2 (P,h) = α F1(P,h) 
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où F2 est l’intensité de la force maximale exercée par une des pinces lorsque deux pinces sont 

présentes, et F1 est celle lorsque seulement une pince est présente. α vaut 0.44 pour 

h = 30 µm, 0.42 pour h = 50 µm et 0.40 pour h = 80 µm. Le paramètre α ne dépend pas de la 

puissance du laser mais dépend légèrement de la distance à la lamelle h. 

En ce qui concerne la dépendance en fonction de fC, α est constant pour 

50 < fC <300 Hz ; mais il décroît rapidement lorsque fC est supérieur à 400 Hz. Ceci est dû à 

la durée de commutation des miroirs, de l’ordre de 200 µs. À des fréquences plus élevées, le 

temps passé par le faisceau entre deux pièges devient important et une grande partie de la 

puissance est ainsi perdue. 

3.3 Mesure de la raideur du piège 

Principe 

Le principe est le même que décrit précédemment, hormis la chambre d’observation 

qui est disposée sur un cristal piézo électrique (model P-180, PolytecPI). La force de 

frottement visqueux n’est plus appliquée en déplaçant le faisceau mais en déplaçant la 

chambre entière. Un signal triangulaire est appliqué au piézo, l’amplitude est fixée à 20 µm et 

nous augmentons la fréquence (de 10 à 100 Hz) afin d’accroître la force de Stokes. La bille 

adopte alternativement deux positions d’équilibre (séparées d’une distance 2r) en fonction du 

sens de déplacement de la chambre d’observation. Pour chaque position d’équilibre, la force 

de piégeage est l’opposé de la force de Stokes. Pour chaque force appliquée, nous mesurons la 

distance r du centre de la bille au centre du piège et la force de piégeage correspondante est 

calculée à partir de la force de Stokes. 
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Résultats 

La figure représente la variation de la force de piégeage en fonction de la distance r du 

centre de la bille au centre du piège. Une relation linéaire est observée, ce qui signifie que le 

piège est harmonique pour des distances r inférieures à 1 µm. 

 

Figure 2.8 : La force de piégeage est représentée en fonction de la distance r de la bille au 

centre du piège, à la puissance P = 330 mW. Le piège est harmonique pour des distances r 

inférieures à 1 µm. 

L’étalonnage est réalisé pour des distances h à la lamelle comprise entre 10 et 50 µm, 

et sur toute la gamme de puissance (50 à 600 mW). La force de piégeage ne dépend pas de la 

hauteur lorsque h est inférieure à 50 µm ; l’interface verre-eau a une influence négligeable 

dans cette gamme de distance h. La variation en fonction de la puissance est linéaire. Nous 

obtenons pour un piège : 

F = A P r, pour 10 µm < h < 50 µm et r < 1 µm 
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où A est égal à 0.26 pN.mW-1.µm-1, P est la puissance d’émission du laser (en mW), r est la 

distance du centre de la bille au centre du piège. 

Corrélation entre la force maximale et la raideur du piège 

Lors des mesures de la force maximale, il n’a pas été possible de mesurer la distance r 

maximale à laquelle la bille s’échappe. Cette distance est toutefois de l’ordre de grandeur de 

la taille du piège (∼  1 µm) [Svoboda et Block, 1994]. Cette estimation permet de comparer les 

deux types d’étalonnages. L’ordre de grandeur de la force maximale est compatible avec la 

raideur correspondante. La comparaison n’est toutefois pas possible puisque le montage a été 

modifié entre les deux étalonnages, par l’ajout de la lentille 1 (cf. Figure 2.4). Cette lentille 

accroît la force de l’ordre de ∼  30 %. L’étalonnage donnant la force maximale est utilisé pour 

les mesures d’élasticité de la membrane du globule rouge (cf. Chapitre 3). Le montage a 

ensuite été modifié et nous avons réalisé l’étalonnage de la raideur du piège. Nous avons alors 

entrepris les mesures sur le squelette (cf. Chapitres 4 et suivant). 

3.4 Et pour les pinces multiples ? 

Nous avons également mesuré la raideur d’un piège lorsque deux, trois ou quatre 

pinces optiques sont utilisées. Le principe de l’étalonnage est identique à celui décrit dans la 

section précédente. La force exercée par un piège est alors donnée par : 

F = αn A P r pour 10 µm < h < 50 µm et r < 1 µm 

où αn est une constante qui dépend du nombre n de pièges présents. Par définition, α1 = 1, et 

nous avons mesuré : α2 = 0.40, α3 = 0.25 et α4 = 0.18. Ces mesures sont obtenues pour une 

fréquence de commutation fc de 214 Hz. Nous n’avons pas noté d’influence de fC sur le 
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coefficient A dans la gamme 150 Hz < fC < 300 Hz. L’influence de la fréquence de coupure fc 

sur la raideur des pièges est discutée dans Visscher et al. [1996]. 

4. Détecteur de position par photodiode 

Les expériences portant sur les mesures en dynamique ont nécessité de suivre le 

déplacement d’une bille piégée avec une résolution temporelle supérieure à 25 Hz. Un 

dispositif basé sur une photodiode à quadrants a été mis en place. 

4.1 Principe 

Le principe consiste à diriger le faisceau laser réfléchi par la bille sur une photodiode à 

quadrants (Hamamatsu, S 1557-03). Chacun des quatre quadrants convertit l’intensité 

lumineuse en un signal électrique. En notant Vi la tension du iième quadrant, le déplacement de 

la bille suivant les axes x et y, noté respectivement ∆x et ∆y, est donné par : 

∆x = Q[(V2+V4) - (V1+V3)] et ∆y = Q[(V1+V2)-(V3+V4)], 

où Q est une constante de proportionnalité. 

Un circuit électronique, construit d’après Simmons et al. [1996], réalise ces opérations, et 

donne en signal de sortie deux tensions, une proportionnelle au déplacement suivant x et 

l’autre proportionnelle au déplacement suivant y. 

 

Figure 2.9 : Principe de la détection de 

position par une photodiode à quadrants 

[Mehta et al., 1998]. 

x 

1 2 

3 4 
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4.2 Schéma du dispositif 

Le dispositif expérimental initial a été modifié (cf. Figure 2.10). La diode à quadrants 

se trouve sur la sortie appareil photo du microscope. Le miroir M3 envoie 50 % de l’intensité 

lumineuse sur cette sortie. Le faisceau laser infrarouge réfléchi par la bille est envoyé sur la 

photodiode. Pour cela, le miroir dichroïque M2 a été remplacé par un miroir dichroïque 50/50. 

Ce dernier laisse passer la lumière visible, mais l’infrarouge est réfléchi à 50 % et transmis à 

50 %. La lentille 3 divergente ajuste la taille de l’image de la bille à la taille de la photodiode. 

 

Figure 2.10 : Modification du dispositif expérimental. Le faisceau infrarouge réfléchi par la bille 

piégée est envoyé sur une photodiode à quadrants. Pour cela, le miroirs M2 a été changé. 

Le fait d’avoir changé le miroir dichroïque M2 signifie que l’intensité de piégeage est 

modifiée, il a donc fallu réaliser un nouvel étalonnage. 



 — 76 — 

4.3 Étalonnage des forces avec le miroir 50/50 

Un nouvel étalonnage a permis de déterminer la raideur des pièges. Nous avons trouvé 

F = αn A’ P r , avec A’ = 0.11 pN.mW-1.µm-1. Les coefficients αn ne sont pas modifiés. Cette 

relation est valable pour 10 µm < h < 50 µm et r < 1 µm. 

4.4 Test de la photodiode avec une bille isolée 

Nous avons réalisé cette expérience afin de vérifier le fonctionnement de la 

photodiode à quadrants et de valider le principe de mesures utilisé dans l’étude du squelette en 

dynamique. 

Principe de la mesure 

Trois pièges sont créés, et une bille de silice de 2.1 µm de diamètre est piégée dans un 

des pièges mobiles. La position des pièges dans la direction Ox (cf. Figure 2.10) est ensuite 

modulée par un signal sinusoïdal de faible amplitude (A0 ∼  0.5 µm) et de fréquence variable 

par un générateur de fonction. Le faisceau laser réfléchi par la bille est envoyé sur la 

photodiode à quadrants, et le signal de la position de la bille est traité par une détection 

synchrone. Nous faisons varier la fréquence d’excitation de 0.5 à 50 Hz, et la détection 

synchrone mesure le déphasage du mouvement de la bille par rapport au signal d’excitation. 

Équation du mouvement 

Appelons x le centre de la bille en fonction du temps t. Celle-ci est soumise à deux 

forces : la force de rappel élastique de la pince optique et la force de frottement visqueux de 

Stokes. Le principe fondamental de la dynamique s’écrit, en négligeant l'inertie de la bille : 

( ) 0
td
xd)t(cosAxk S0op =ζ−ω−− , 
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où kpo est la raideur de la pince optique, ω est la pulsation à laquelle se déplace le piège et 

ζS = 6πηaβ. 

Nous cherchons la solution stationnaire de la forme : x ( t ) = X0 cos ( ω t - ϕ ) avec 

X 0 l’amplitude des déplacements et ϕ le déphasage. Le déphasage est donné par : 
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S
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k
arctan , ν est la fréquence. 

Un paramètre m2 est introduit afin de tenir compte d’un déphasage résiduel dans la chaîne de 

modulation et de détection. Le déphasage total est alors donné par : 

ϕ total = m2 + ϕ. 

Cette méthode permet la mesure de la raideur du piège et peut être considérée comme une 

autre méthode d’étalonnage. 

Mesures expérimentales 

Nous avons mesuré le coefficient A’’ donnant la raideur du piège : kpo = α 3 A’’ P, α 3 

vaut ici 0.25, P est la puissance émise en mW et A’’ une constante. La figure 2.11 présente un 

résultat typique réalisé à P = 330 mW. Le logiciel KaleidaGraph utilise la méthode des 

moindres carrés pour déterminer le coefficient A’’, ainsi que le paramètre m2. La valeur de 

A’’ trouvée est égale à 0.11 pN.mW-1.µm-1. Nous retrouvons une raideur égale à celle 

mesurée précédement (cf. § 4.3 de ce chapitre). Ceci permet de plus de mesurer le terme de 

déphasage résiduel m2. Cette mesure valide également le protocole expérimental utilisé dans 

l’étude de la réponse dynamique du squelette. 
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Figure 2.11 : Mesure du 

déphasage en degré en 

fonction de la fréquence du 

déplacement sinusoïdal du 

piège. Nous retrouvons une 

raideur du piège égale à celle 

mesurée précédement (cf. § 4.3 

de ce chapitre). 

 

Conclusion 

Nous avons décrit dans ce chapitre le principe des pinces optiques, et les méthodes 

utilisées pour mesurer l’intensité la force exercée par un piège sur une bille. La gamme de 

force mesurée s’étend de 1 à 150 pN pour une seule pince. Deux ou trois pinces sont créées 

simultanément en faisant commuter la position du faisceau entre deux ou trois points. Lorsque 

trois pinces sont utilisées, la force d’une pince varie de 1 à 35 pN. Nous avons également 

présenté le dispositif de la photodiode permettant le suivi de déplacement d’une bille dans un 

piège à des fréquences supérieures à 25 Hz. 

Nous avons montré dans ce chapitre que les pinces optiques exercent des forces dans 

une gamme parfaitement bien adaptée à l’étude des cellules biologiques. Cette méthode, 

moyennant quelques précautions, est peu invasive. Les forces appliquées sont parfaitement 

déterminées après un étalonnage et sont reproductibles. L’incertitude sur la force est faible (de 

l’ordre de quelques pour-cent), et permet une étude quantitative précise. 
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Chapitre 3 

Module de cisaillement de la 

membrane du globule rouge 

Introduction 

Nous présentons ici la première mesure du module de cisaillement µ de la membrane 

du globule rouge réalisée par pinces optiques. Deux billes de silice, collées à la membrane du 

globule rouge, sont utilisées comme poignées pour le déformer. La membrane est considérée 

comme un milieu élastique linéaire, homogène et isotrope. Pour des forces inférieures à 15 

pN, la déformation est petite et la loi de Hooke s’applique. Nous mesurons simultanément la 

force appliquée et la déformation résultante, et nous en déduisons le module de cisaillement 

de la membrane. Nous avons réalisé des mesures sur des globules rouges discoïdes et sur des 

globules rouges sphériques. Le module de cisaillement µ mesuré est égal à 2.5 ± 0.4 µN/m. 

Cette valeur, quoique du même ordre de grandeur, est inférieure à celle mesurée par aspiration 

avec une micropipette. 

La première partie de ce chapitre expose le protocole expérimental. La deuxième 

partie présente les modélisations du globule rouge discoïde et du globule rouge sphérique. Les 

résultats sont présentés et discutés dans la dernière partie. Le détail de certains calculs se 

trouvent en annexe de ce chapitre. Ce travail a fait l’objet d’une publication [Hénon et al., 

1999] présente à la fin de cette thèse. 
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1. Protocole expérimental 

1.1 Préparation des échantillons de sang 

Solutions tampons 

Nous avons utilisé deux solutions tampons d’osmolarités différentes suivant la forme 

de globules rouges que nous voulons déformer. 

Les globules rouges discoïdes sont manipulés dans une solution tampon isotonique 

(300 mOsm/kg). Il s’agit d’une solution dite PBS (phosphate-buffered saline, Sigma P 4417) : 

8.1 mM de Na2HPO4, 1.5 mM de KHPO4, 2.7 mM de KCl et 137 mM de NaCl. Le pH est fixé 

à 7.4. 

Pour obtenir des globules rouges sphériques dont la membrane n’est pas tendue, nous 

avons utilisé une solution tampon hypotonique à 170 mOsm/kg : 10 mM de KHPO4 et 75 mM 

de NaCl. Le pH est égal à 7.4. 

Prélèvement de sang et adhérence des billes 

Les prélèvements de sang sont réalisés sur des donneurs sains le matin même de la 

manipulation. Nous prélevons 40 µL de sang à l’aide d’un autopiqueur. Le sang est ensuite 

dilué dans 0.960 mL d’une solution tampon isotonique (PBS). Cette suspension est rincée 

trois fois par centrifugation, à 500×g. 

Une suspension à 10 % en volume de billes de silice de 2.1 µm de diamètre (Bangs 

Lab.) est rincée 8 à 10 fois par centrifugation dans de l’eau pure (Millipore, 18 MΩ.cm). 40 

µL de cette suspension sont ajoutés à la suspension de globules rouges, ce qui correspond à 

environ deux billes par globule rouge. Une incubation d’une heure minimum à 4°C permet 
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l’adhérence des billes à la membrane de manière spontanée, irréversible et non spécifique. La 

suspension est ensuite diluée à 50000 globules par µL et 50 µL d’une solution d’albumine 

bovine (1 mg/mL ; Sigma A 4503) sont ajoutés afin de limiter l’adhérence des globules 

rouges et des billes sur la lame de la chambre d’observation. 

Les mesures se font à température ambiante (25°C). 

Chambre d’observation et silanisation 

La chambre d’observation est composée d’une lame et d’une lamelle séparées par un 

film plastique. La profondeur totale de la chambre est de l’ordre de la centaine de microns et 

le volume totale d’environ 25 µL. La chambre, une fois remplie, est scellée par de la graisse à 

vide et est disposée sous l’objectif du microscope. 

Afin d’éviter que les globules rouges et les billes n’adhérent au verre, la lame et la 

lamelle de la chambre d’observation sont traitées. Dans un premier temps, nous faisions 

adsorber à la surface du verre des protéines d’albumine bovine. De meilleurs résultats sont 

obtenus par silanisation de la surface. La silanisation consiste à greffer par liaison covalente 

des chaînes carbonées à la surface du verre. Nous utilisons ici des chaînes courtes {(CH3)2}. 

L’encombrement stérique des chaînes carbonées évite le contact membrane/verre. Le mode 

opératoire de la silanisation est exposé en annexe de ce chapitre. 

1.2 Déroulement d’une mesure 

La suspension finale de globules rouges est injectée dans la chambre d’observation, et 

celle-ci est placée sous l’objectif de microscope. Un globule rouge avec deux billes de part et 

d’autre d’un diamètre est sélectionné (cf. Figure 3.1). Chacune des billes est piégée dans une 

pince optique. À puissance P du laser donnée, le globule rouge est déformé en augmentant la 
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distance entre les deux pièges pas à pas, chaque pas correspondant à un déplacement des 

pièges d’environs 0.1 µm. Lorsque la silanisation n’est pas parfaite, il arrive qu’une des billes 

adhére à la lame. Dans ce cas, nous ne piégeons que la bille libre et le globule rouge est 

déformé en déplaçant le piège. Le diamètre dans la direction perpendiculaire aux forces 

diminue lorsque la force augmente. À chaque pas, une image est enregistrée. La dernière 

image avant que le globule rouge ne se dépiège correspond à la déformation à force 

maximale. Sur cette image, la force appliquée par les billes est connue et nous mesurons la 

variation de diamètre ∆D. Nous réalisons cette mesure plusieurs fois sur le même globule en 

faisant varier la puissance du laser. 

Le globule rouge repose toujours sur la lame afin de pouvoir mesurer le diamètre. La 

variation du diamètre ∆D est mesurée à l’aide du logiciel d’analyse d’image NIH Image, avec 

une précision de ± 1 pixels, soit ± 50 nm. 
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Figure 3.1 : Un globule avec 

deux billes en position 

diamétralement opposée est 

déformé en augmentant la 

distance entre les pièges. 

Chacune de ces images 

correspond à la force maximale 

(avant dépiégeage). La variation 

de diamètre ∆∆∆∆D est mesurée en 

fonction de la force F. 

 

 

 

 

2. Modélisation de la membrane 

La forme d’un globule rouge est complexe et il a fallu la modéliser afin de pouvoir 

extraire le module de cisaillement. Le globule rouge discoïde est modélisé par deux disques 

plans parallèles, chacun soumis à deux forces d’intensité F/2. La contrainte est supposée nulle 

F = 0 pN 

F = 7 pN 

F = 14 pN 

F = 25 pN 

F = 56 pN 

D F-F

5 µm 
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sur les bords des disques. Cette hypothèse, invérifiable, est sûrement très approximative. Ceci 

nous a amené, dans un deuxième temps, à déformer des globules rouges rendus sphériques en 

abaissant l’osmolarité du milieu environnant (cf. Figure 1.2). Ces derniers sont représentés par 

une sphère. Dans cette géométrie particulière, le calcul peut être entièrement réalisé sans 

hypothèse particulière. 

2.1 Élasticité linéaire bidimensionnelle en petites déformations 

La représentation élastique de la membrane est exposée au chapitre 1, partie 3. 

Rappelons que la membrane est considérée comme un milieu élastique bidimensionnel plan. 

Ce milieu est supposé isotrope, homogène et linéaire. Sous ces hypothèses, les propriétés 

mécaniques sont décrites par deux modules élastiques : le module de cisaillement µ et le 

module d’extension K. Pour de petites déformations, une relation linéaire entre le tenseur des 

déformations [e] et le tenseur des contraintes [σσσσ] est donnée par la loi de Hooke (cf. 

Chapitre 1, § 3.2). 

Les expériences d’aspiration par micropipette ont permis de déterminer les modules K 

et µ (cf. Chapitre 1, § 4). Le module d’extension K est de l’ordre de 300 à 500 mN/m, et le 

module de cisaillement de l’ordre de 4 à 10 µN/m. Il existe un facteur 105 entre les modules K 

et µ. Ceci signifie que les déformations d’extension sont négligeables devant les déformations 

de cisaillement. Avec les pinces optiques, la membrane ne subit que des déformations de 

cisaillement pur. La loi de Hooke s’écrit alors : 
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2.2 Globules rouges discoïdes 

Le globule rouge discoïde est modélisé par la superposition de deux disques parallèles 

plans (cf. Figure 3.2). Chacun de ces disques est soumis à deux forces diamétralement 

opposées d’intensité égale à la moitié de l’intensité de la force totale. La contrainte est 

calculable en tout point du disque [Landau et Lifshitz, 1959] en faisant l’hypothèse que la 

contrainte est nulle sur ses bords. Il est alors possible de relier la variation du diamètre ∆D (cf. 

Figure 3.2) à l’intensité de la force F appliquée et au module de cisaillement de la membrane 

µ. Le détail de ce calcul se trouve en annexe de ce chapitre. Nous avons trouvé : 

µπ
=∆

2
FD . 

 

Figure 3.2 : Le globule rouge discoïde est modélisé par la superposition de deux disques plans 

parallèles. 

2.3 Globules rouges sphériques 

Le globule rouge est modélisé par une sphère, déformée par deux forces 

diamétralement opposées. La contrainte est calculée sans aucune hypothèse particulière. 

Nous avons pris soin de travailler avec des globules quasi-sphériques dont la 

membrane n’est pas sous tension. La variation de diamètre s’écrit alors simplement − le détail 

du calcul se trouve en annexe de ce chapitre. Nous retrouvons la même relation que dans le 

cas d’un globule rouge discoïde : 
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µπ
=∆

2
FD . 

3. Résultats et discussion 

3.1 Temps de relaxation 

Nous avons réalisé une dizaine de mesures de temps de relaxation afin de vérifier que 

le protocole opératoire ainsi que l’utilisation des pinces optiques ne modifiaient pas les 

propriétés élastiques de la membrane. 

Un globule rouge est étiré puis relâché. Le retour à l’équilibre est enregistré, et la 

distance entre les deux billes L est mesurée en fonction du temps t. La distance L est supposée 

suivre une loi exponentielle : exp[-t / τ], avec τ le temps caractéristique de relaxation. La 

valeur moyenne de τ sur l’ensemble des 7 mesures, est τ = 216 ± 88 ms. La figure 3.3 

présente un résultat type. Notons de plus que le globule rouge reprend sa forme initiale. 

Plusieurs mesures de temps de relaxation sont reportées dans la littérature : Bronkhorst 

et al. [1995], Linderkamp et al. [1982], Sutera et al. [1985]. Le temps de relaxation τ est de 

l’ordre de 100 ms pour les cellules jeunes, et de 300 ms pour les cellules âgées. 

Le fait que nos résultats soient en accord avec ceux existants dans la littérature montre 

que le protocole opératoire − adhérence des billes et utilisation des pinces optiques − ne doit 

pas modifier de manière notable les propriétés élastiques de la membrane. 
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Figure 3.3 : Relaxation vers la 

forme d’équilibre d’un globule 

rouge étiré. Le temps 

caractéristique de relaxation ττττ, 

vaut ici ττττ = 206 ms. 

 

3.2 Mesure sur globules rouges discoïdes et sphériques 

Mesure sur un globule rouge 

La figure 3.4 représente la variation du diamètre ∆D en fonction de la force appliquée 

mesurée sur un globule rouge discoïde (symboles ronds) et sur un globule rouge sphérique 

(symboles carrés). Dans les deux cas, une relation linéaire est observée tant que la force est 

inférieure à 15 pN. Ceci correspond au régime des petites déformations, et nous déduisons de 

la pente le module de cisaillement de la membrane. Dans les exemples présentés, le module 

de cisaillement est égal à 2.05 ± 0.3 µN/m pour le globule rouge discoïde et à 1.9 ± 0.3 µN/m 

pour le globule rouge sphérique. 
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Figure 3.4 : Variation du diamètre d’un globule rouge discoïde et d’un globule rouge sphérique 

en fonction de l’intensité de la force. 

Pour les forces supérieures à 15 pN, nous constatons un écart à la linéarité. Dans le cas 

des globules discoïdes, cette écart est expliqué par le changement de régime, c’est à dire le 

passage en grandes déformations, et la loi de Hooke ne s’applique plus. Le phénomène est 

différent pour les globules sphériques : au-delà de 15 pN, le diamètre est constant. Ceci est dû 

au fait que la cellule, quasi-sphérique, ne peut plus se déformer sans augmenter l’aire de sa 

membrane. La membrane se met sous tension et les forces appliquées ne sont pas 

suffisamment grandes pour l’étendre. 

Ensemble des résultats 

La figure 3.5 représente un histogramme des mesures obtenues sur 30 globules rouges 

discoïdes et sur 6 sphériques. Le module de cisaillement varie de 1.4 à 3.7 µN/m pour les 

cellules discoïdes et de 1.7 à 3.3 µN/m pour les cellules sphériques. Cette dispersion 

s’explique par la dispersion naturelle. Au cours de ses 120 jours de vie, des protéines 

s’adsorbent à la surface du globule rouge, ce qui induit une perte d’élasticité. De plus, le 
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nombre de défauts du squelette augmente avec l’âge du globule [Danon et Marikovshy, 1988]. 

Lorsque le globule rouge est devenu trop rigide, il ne peut plus traverser la rate, y reste bloqué 

et est détruit. 

 

Figure 3.5 : Histogramme des mesures du module de cisaillement sur 30 globules rouges 

discoïdes et 6 sphériques. La valeur moyenne du module de cisaillement pour les cellules 

discoïdes est µ = 2.5 ±±±± 0.4 µN/m. 

La valeur moyenne du module de cisaillement pour les cellules discoïdes est 

µ = 2.5 ± 0.4 µN/m et µ = 2.35 ± 0.5 µN/m pour les cellules sphériques. Étant donné les 

incertitudes et le faible nombre de mesures dans le cas des globules rouges sphériques, la 

différence entre ces deux résultats n’est pas significative. 

Le module de cisaillement de la membrane du globule rouge en milieu isotonique est 

de 2.5 ± 0.4 µN/m. Cette valeur est du même ordre de grandeur que celle mesurée par 

aspiration dans une micropipette (4 < µ < 10 µN/m), mais elle est inférieure. La différence est 

trop importante pour être attribuée à des incertitudes expérimentales. 
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3.3 Pourquoi µ est-il plus faible que celui mesuré par micropipette ? 

Plusieurs hypothèses permettent d’expliquer cette différence. 

Différence de régime élastique 

La première de ces hypothèses tient à un régime élastique différent. Avec les pinces 

optiques, la déformation du globule peut être localement importante, surtout dans la région où 

les billes adhérent à la membrane. Mais la mesure de la déformation est toujours effectuée 

dans la région équatoriale, où la déformation reste petite et où la loi de Hooke s’applique. Les 

mesures par micropipette se font au contraire en grandes déformations, et nécessitent par 

conséquence une modélisation plus complexe que la loi de Hooke. Le modèle nécessite de 

choisir la forme de l'énergie de déformation en régime hyper-élastique (cf. Chapitre 1, § 4.2), 

et la valeur de µ dépend de la forme choisie. 

D’autre part, des simulations numériques réalisées par Boal [1992] montrent que le 

squelette peut avoir une réponse élastique non linéaire. Les modules élastiques du squelette 

peuvent augmenter d’un facteur dix entre le régime des petites déformations et celui des 

grandes déformations. Le fait que notre valeur de µ soit plus petite est donc en accord avec le 

résultat présenté par Boal. 

Modification de la membrane pendant l’aspiration dans la micropipette 

Discher et Mohandas [1994] ont montré que le squelette glisse le long de la membrane 

lors de son aspiration dans la pipette. La densité du squelette varie dans la portion de 

membrane aspirée (cf. Chapitre 1, § 5.3) : importante à l’entrée de la pipette, la densité de 

squelette est faible au niveau de la calotte. Ceci signifie que la structure de la membrane est 

modifiée pendant l’aspiration − ce qui rend toute comparaison avec notre mesure. 
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Il n’est pas possible d’évaluer simplement l’influence du glissement sur la mesure de µ 

et il n’existe pas, à notre connaissance, de modèle prenant en compte cet effet. Comme nous 

l’avons vu au chapitre 1, § 4.2, le module de cisaillement µ mesuré par micropipette est donné 

par : 

P

2
p

D2
PR

µ
∆

≈ , 

avec RP le rayon de la pipette, DP la longueur totale aspirée, et ∆P la pression d’aspiration. Le 

glissement du squelette peut avoir plusieurs effets. Le premier est que la longueur DP 

d’aspiration de la membrane mesurée est plus importante que la longueur de la portion de 

squelette effectivement aspirée. Un autre effet possible est un changement dans la forme de la 

calotte. Cette formule n’est valable que lorsque la calotte est sphérique. Le terme Rp provient 

de cette hypothèse et doit être modifié lors du glissement de la membrane ; mais il semble 

difficile de prévoir dans quel sens a lieu cette modification. 

Chaque technique peut sélectionner une catégorie de cellules différente 

La dernière hypothèse expliquant la différence entre les modules de cisaillement 

provient des techniques elles-mêmes. Chaque technique peut sélectionner, du moins en 

moyenne, une catégorie de globules rouges différente. 

Les pinces optiques nécessitent l’adhérence de deux billes de verre sur la membrane. 

Ces billes vont adhérer spontanément. Cette technique sélectionne ainsi une catégorie de 

globules rouges qui ont une grande affinité avec le verre. Les expériences d’aspiration dans 

une micropipette − en verre − ne marchent pas si la membrane adhére à la pipette. La mesure 

se fait donc sur des globules rouges qui n’adhérent pas au verre. L’affinité au verre peut 

dépendre de l’état de surface de la membrane, qui est relié à la densité de protéines adsorbées 
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sur la membrane. Or, la densité de protéines croît avec l’âge du globule [Alderman et al., 

1981] et les propriétés élastiques dépendent de l’âge. Il est donc possible avec les pinces 

optiques que nous sélectionnons, du moins en moyenne, des globules rouges jeunes ayant une 

forte affinité pour le verre, et avec un module de cisaillement plus faible. 

Conclusion 

Nous avons présenté ici la première mesure par pinces optiques du module de 

cisaillement µ de la membrane du globule rouge. La valeur trouvée, µ = 2.5 ± 0.4 µN/m, est 

du même ordre de grandeur que celle mesurée par micropipette, mais inférieure. Nous avons 

expliqué cette différences par trois hypothèses : i) les deux techniques n’opèrent pas dans le 

même régime élastique, ii) la structure de la membrane est modifiée lors de l’aspiration dans 

la pipette, à cause du glissement du squelette, et iii) chaque technique peut sélectionner une 

population de globules rouges différente, suivant leur affinité au verre. 

Le problème est maintenant de comprendre dans quelle mesure le module de 

cisaillement de la membrane peut être relié aux modules élastiques du squelette. Les mesures 

présentées dans les deux chapitres suivants apportent un réponse à cette question. 
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Annexes du chapitre 3 

Annexe 1 : Silanisation des lames et des lamelles 

La silanisation consiste à greffer des chaînes carbonées à la surface du verre, afin 

d’éviter le contact direct du verre et de la membrane des cellules. Les silanes utilisés ont des 

chaînes carbonées courtes (SiCl2(CH3)2). 

La première étape consiste en un nettoyage soigneux des lames et des lamelles. 

D’abord, un pré-nettoyage est réalisé au détergent Decon 90 pendant 20 min à 60°C dans une 

cuve à ultrasons. Elles sont ensuite lavées par un mélange « Piranha », composé d’un tiers 

d’eau oxygénée à 30 % en masse et de deux tiers d’acide sulfurique concentré, pendant 10 

min. Cette solution est très oxydante et elle dégrade toutes matières organiques. 

Les lames et les lamelles sont séchées à l’étuve à 90°C pendant 30 min. Le séchage est 

suivi d’un retour à température ambiante afin qu’un fin film d’eau se dépose. L’eau est en 

effet nécessaire à la réaction de silanisation. 

Les lames et les lamelles sont ensuite trempées dans une solution de SiCl2(CH3)2 

diluée à 5 % dans du chloroforme pendant une dizaine de minutes ; puis rincées trois fois dans 

du chloroforme. 

Annexe 2 : Déformation d’un globule rouge discoïde 

Nous présentons ici le détail des calculs donnant la variation du diamètre d'un disque 

plan déformé par deux forces diamétralement opposées d’intensité F/2. 
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Figure 3.6 : Disque plan 

déformé par deux forces 

diamétralement opposées. 

Nous étudions la variation du 

diamètre du disque suivant 

l’axe x. 

 

Le problème consiste à exprimer la contrainte [σσσσ] en tout point du disque, puis d’en 

déduire la déformation [e] en utilisant la loi de Hooke (dans la limite où K est infini) : 
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Expression de la contrainte 

L’expression de la contrainte en tout point du plan est donnée par Landau et Lifshitz 

[1959]. Elle est obtenue par la superposition de trois distributions de contraintes. Les deux 

premières distributions sont les contraintes qui seraient produites par une force F/2 appliquée 

à un point de la frontière d’un demi-plan. Elles ont pour expression (cf. Figure 3.6 pour la 

définition des paramètres) : 
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La troisième distribution représente une traction uniforme. Elle impose à la contrainte totale 

d’être nulle au bord du disque. Elle est donnée par : 
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Il faut ensuite écrire les trois distributions en coordonnées cartésiennes : 
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L’expression de la loi de Hooke devient : 
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L'expression de exx permet de calculer la variation du diamètre DDD 0 −=∆  du 
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disque, où D 0 est le diamètre au repos et D le diamètre dans la direction x lorsque le disque 

est soumis à la force F/2. Nous avons en tout point du diamètre D : 

ϕ=ϕ=ϕ 21  et 
ϕ

===
cos2
D

rrr 0
21 . 

D’autre part, 
dx

due x
xx =  et ( ) ϕϕ

π
= d2cos

µ2
Fdu x  avec ϕ= sin  

2
D

 x 0 . 
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Finalement : 

où ∆D est la variation du diamètre perpendiculaire à la direction d’application de la force F et 

µ le module de cisaillement de la membrane. 

Annexe 3 : Déformation d’un globule rouge sphérique 

Le globule rouge sphérique est modélisé par une coque bidimensionnelle sphérique. 

 

Figure 3.7 : Le globule rouge 

sphérique déformé par deux 

forces diamétralement opposées. 

 

 

Expression de la contrainte 

Le système est à symétrie de révolution autour de l’axe z, direction d’application des 

forces. Les deux seules composantes non nulles du champ de contrainte sont donc σθ θ et σϕ ϕ, 

avec θ la colatitude et ϕ l’azimut. 

µπ
=∆

2
FD
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Figure 3.8 : L’équilibre d’un élément de surface permet d’exprimer la contrainte  σσσσϕϕϕϕ ϕϕϕϕ. 

La contrainte σθθ est constante suivant le long d'une bande mince parallèle à l’équateur 

de longueur θπ sinR2 . La contrainte projetée suivant l'axe z est θσθθ sin . L'équilibre de la 

sphère donne θσ×θπ= θθ sinsinR2F , d'où :  

θπ
=σ θθ 2sinR2

F . 

La contrainte σϕ ϕ s’obtient en écrivant l’équilibre d’un élément de surface élémentaire 

en coordonnées polaires (cf. Figure 3.8). Le bilan des forces suivant l'axe R donne : 

0dh
2

d2d)h(d)dhh()dhh( =ϕσ−ϕσ−ϕ+×+σ ϕϕθθθθ . 

Nous en déduisons : 
h

h
∂

∂σ
+σ=σ θθ

θθϕϕ  avec h = R tanθ. 

En remplaçant h et σθθ, il vient :                ϕϕθθ σ−=σ . 
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Utilisation de la loi de Hooke 

La loi de Hooke exprimée en coordonnées sphériques est : 
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Les termes non nuls du tenseurs des déformations sont : 
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variation du périmètre P et du diamètre D à l'équateur (θ = π/2) est donné par 
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Nous obtenons la même relation que dans le cas du le globule rouge discoïde. 
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Chapitre 4 
Modules élastiques du squelette 
du globule rouge à 25 mOsm/kg 

Introduction 

Nous présentons dans ce chapitre la mesure des modules élastiques du squelette du 

globule rouge humain, après dissolution de la bicouche lipidique. Notre objectif est de définir 

les rôles respectifs de la bicouche lipidique et du squelette. Nous avons, dans le chapitre 

précédent, mesuré le module de cisaillement de la membrane intacte du globule rouge. 

L’hypothèse, généralement admise, est d’imputer la résistance au cisaillement de la 

membrane à son squelette (cf. Chapitre 1, § 4.1). Nous proposons ici une expérience 

permettant de vérifier cette hypothèse sans ambiguïté. 

D’après les études présentées dans le chapitre 1 (cf. § 4, 5 et 6), les modules 

d’extension et de cisaillement du squelette doivent être du même ordre de grandeur que le 

module de cisaillement de la membrane. La topologie du squelette implique que son module 

d’extension soit de l’ordre du double du module de cisaillement du squelette. À partir de ces 

modules élastiques macroscopiques, nous pouvons déduire la longueur de persistance de la 

spectrine. 

La mesure des modules élastiques du squelette nécessite trois pinces optiques. Un 

globule rouge avec trois billes est piégé. La bicouche lipidique est dissoute par injection d’une 

solution de détergent et la force ionique du milieu environnant est fixée par une injection 
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d’une solution tampon hypotonique à 25 mOsm/kg. Nous nous sommes appuyés sur l’étude 

de Svoboda et al. [1992] (cf. Chapitre 1, § 5.2) pour le protocole de dissolution ainsi que pour 

le choix de la force ionique. Le squelette est déformé en déplaçant les pièges les uns par 

rapport aux autres. Les modules d’extension KC et de cisaillement µC sont déduits de la 

mesure des déformations en fonction des forces appliquées. Nous avons mesuré à 25 

mOsm/kg, un module d’extension KC = 4.8 ± 2.7 µN/m et un module de cisaillement 

µC = 2.4 ± 0.7 µN/m. Le rapport KC/µC mesuré sur un même squelette et pour un même cycle 

de déformations donne KC/µC = 1.9 ± 1.0 µN/m. Nous avons déduit de ces mesures la 

longueur de persistance ξ d’un filament de spectrine in situ : ξ ∼  5 nm. Ces résultats sont en 

bon accord avec ceux attendus. 

La première partie de ce chapitre présente en détail le protocole expérimental. La 

deuxième partie porte sur la modélisation du squelette qui relie la déformation et la contrainte 

aux modules élastiques. Deux expériences de contrôle ainsi que les résultats sont présentés et 

discutés dans la dernière partie. Les calculs du modèle mécanique ainsi que certains modes 

opératoires se trouvent en annexe de ce chapitre. 

1. Protocole expérimental 

1.1 Chambre à écoulement 

Ces expériences nécessitent de pouvoir piéger un globule rouge et injecter des 

solutions simultanément. Ceci est rendu possible grâce à une chambre à écoulement usinée au 

L.B.H.P, dont la hauteur utile est de l’ordre de 50 µm, ce qui permet le piégeage des globules 

rouges. 
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Schéma et fonctionnement 

La chambre à écoulement, qui prend place sous l’objectif du microscope, est 

composée d’un corps en acier inoxydable dans lequel est collée une lentille cylindrique (cf. 

Figure 4.1). Cette lentille n’a pas d’influence sur le trajet de la lumière, elle permet d’obtenir 

une zone où la distance entre le haut de cette lentille et la lamelle est comprise entre 50 et 80 

µm. Le collage, réversible, est réalisé avec une colle basse température (température de fusion 

∼  45°C). L’ensemble est fermé par une lamelle de microscope collée (colle époxyde Araldite) 

sur un film plastique de 25 µm d’épaisseur. Le volume total de la chambre est de 0.7 mL. Six 

trous percés de part et d’autre de la chambre permettent l’injection de solutions à l’aide de 

cathéters en polyéthylène (Biotrol Diagnostic) de 1.27 mm de diamètre. Afin d’avoir une 

injection au plus près de la zone de piégeage, nous avons collé à leur extrémité des cathéters 

plus fins, de 300 µm de diamètre (cf. Figure 4.1). La distance entre l’extrémité du cathéter de 

300 µm et la zone de piégeage est de l’ordre du millimètre. La sonde d’un thermocouple  

cuivre-constantan est introduite par une des ouvertures et mesure la température moyenne 

dans la chambre. Les injections pendant le piégeage sont réalisées à l’aide de pousse-

seringues. 
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Silanisation de la lentille cylindrique 

La lentille cylindrique est silanisée avec des octadécyl

l’adhésion des globules rouges sur le verre. Le protocole de 

annexe de ce chapitre (cf. Annexe F). Pour la même raison, 2

d’albumine bovine à 50 mg/mL sont injectés dans la chambre 

manipulations. 

1.2 Extraction du squelette 

Le sang est prélevé sur un donneur sain le jour de la mes

doigt. 40 µL de sang ainsi prélevé sont mis en suspension

isotonique (PBS) et les globules rouges sont rincés trois fois pa

billes de silice de 2.1 µm de diamètre sont ensuite ajoutées à la 

 

 

Figure 4.1 : Schémas de

la chambre d’écoulement

placée sous l’objectif du

microscope. 
vue de profil :
vue de dessus :
-trichlorosilanes afin d’éviter 

la silanisation est exposé en 

 mL d’une solution de sérum 

à écoulement avant toutes les 

ure par une piqûre au bout du 

 dans une solution tampon 

r centrifugation, à 500×g. Des 

suspension dans la proportion 
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moyenne d’une bille par globule. Une incubation d’une heure minimum à 4°C permet 

l’adhésion des billes à la membrane des globules rouges. Le nombre de billes par globule 

varie de zéro à 5 billes. La suspension est diluée jusqu’à environ 20 000 globules par mL et 1 

mg/mL de sérum d’albumine bovine est ajouté. Cette suspension est ensuite injectée 

lentement dans la chambre à écoulement. 

Nous sélectionnons un globule rouge avec trois billes collées à sa périphérie et nous 

piégeons chacune des billes dans une pince optique. L’ensemble est alors amené à quelques 

micromètres de la lamelle. Le piégeage se fait généralement sur un fantôme (globule rouge 

qui a perdu son hémoglobine) : sur un globule, l’hémoglobine est attirée par les pièges, ce qui 

rend le piégeage plus délicat. Aucun traitement particulier n’est réalisé pour obtenir des 

fantômes et nous pensons que la lésion de la membrane est due aux contraintes de 

cisaillement exercées par les billes sur la membrane lors de l’injection. 

La solution tampon hypotonique à 25 mOsm/kg est composée de 5 mM de NaCl et de 

5 mM de K2HPO4 pour un pH de 7.4. La force ionique correspondante est d’environ 20 mM. 

Une mesure débute par l’injection de ce tampon pendant 5 min à un débit de 2.54 mL/h afin 

d’abaisser l’osmolarité du milieu environnant le globule. Nous injectons ensuite une solution 

de détergent Triton X-100 à 1-3 o/oo en volume dilué dans la solution tampon hypotonique 

jusqu’à dissolution de la bicouche. La dissolution de la bicouche a lieu généralement dans les 

deux minutes qui suivent le début de l’injection du détergent et elle se traduit par la 

disparition du globule à l’écran. En effet, le squelette n’est pas visible en microscopie à fond 

clair. 

La méthode de dissolution est reprise des expériences de Svoboda et al. [1992]. En 

observant les squelettes ainsi dissous en microscopie DIC, ils ont montré que la concentration 
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en détergent était suffisante pour dissoudre la totalité de la bicouche lipidique. Nous avons 

réalisé une expérience de contrôle afin de s’en assurer également (cf. § 3.1 de ce chapitre). 

Après cela, le détergent est rincé par une injection de solution tampon hypotonique 

pendant 10 min. Le volume total de solution injecté est environ égal à celui de la chambre à 

injection, l’osmolarité du milieu est donc abaissée à 25 mOsm/kg pendant toute la durée des 

manipulations qui suivent. 

Après la dissolution de la membrane, les billes ne peuvent pas être déplacées de 

manière indépendante. Ceci signifie qu’elles sont liées entre elles par le squelette, et que 

l’adhérence des billes sur le globule se fait via les protéines transmembranaires, elles-mêmes 

reliées au squelette (cf. Chapitre 1, § 2). Nous avons de plus réalisé un marquage en 

fluorescence de l’actine du squelette afin de s’assurer que l’intégrité du squelette est 

conservée après la dissolution (cf. § 3.1 de ce chapitre). 

1.3 Déformation du squelette 

Le squelette est déformé en variant la distance entre les trois pièges. Chacun de ces 

déplacements est contrôlé par le logiciel NIH Image (cf. Chapitre 2, § 2.3). Le déplacement 

des pièges se fait pas à pas selon deux directions perpendiculaires X ou Y, un pas faisant 

environ 0.1 µm. 

Chaque squelette subit un cycle de trois séries de déformations. En augmentant la 

distance entre les pièges dans les deux directions X et Y (cf. Figure 4.2), nous obtenons une 

déformation proche d’une déformation d’extension pure. Lorsque la distance entre les pièges 

est augmentée dans une direction et diminuée dans l’autre, la déformation est proche d’une 

déformation de cisaillement pur. Lorsqu’une distance est augmentée alors que l’autre est 

maintenue constante, la déformation obtenue est une somme d’une déformation de 
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cisaillement et d’une déformation d’extension. En moins de deux minutes, trois cycles de 

déformations sont réalisés, chaque cycle étant composé d’une augmentation de 5 à 8 pas, suivi 

de la diminution inverse. 

 

Figure 4.2 : Principe d’une mesure (échelle 

non respectée). Un globule rouge avec 

trois bille est piégé. La bicouche lipidique 

est dissoute et le squelette est déformé en 

augmentant la distance entre les pièges. 

 

Toutes les mesures sont réalisées à 25°C, mesurée par le thermocouple dans la 

chambre à écoulement. L’échauffement local dû aux pinces optiques ne peut pas être mesuré. 

L’augmentation de température est de l’ordre de 1-2°C pour une puissance de 100 mW [Liu et 

al., 1995 ; Kuo, 1995]. Lors de l’injection des solutions, la puissance d’émission du laser est 

maximale (600 mW) – ceci afin d’éviter que le globule rouge ne se dépiège. Un partie non 

négligeable de la puissance est absorbée par les différentes lentilles et surtout par l’objectif – 

Svoboda et Block [1994] rapportent que la moitié de la puissance peut y être absorbée. Ceci 

signifie que l’élévation de température locale n’excède pas 10°C. 

1.4 Exploitation des résultats 

Pour chaque position des pièges, une image est enregistrée. Afin de déterminer la 

direction et l’intensité des forces, il faut relever la position exacte des pièges. Pour cela, nous 

piégeons une bille libre dans chaque piège. La position du centre de la bille correspond alors 

au centre du piège et nous lui faisont subir le même cycle de déplacement. La position du 

X 

Y 

A B 

C 
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centre de chaque bille est mesurée à l’aide du logiciel d’analyse d’image NIH Image avec une 

précision estimée à ± 50 nm. La direction de la force est donnée par la droite passant par le 

centre de la bille et celui du piège et sa norme est calculée en utilisant la formule de 

calibration obtenue au chapitre 2 (cf. § 3.3 du chapitre 2). La déformation du squelette est 

déduite de la position des billes (cf. § 2 de ce chapitre). La puissance d’émission du laser est 

fixée à 150 mW pour l’ensemble de ces mesures, et la force appliquée varie de 1 à 8 pN par 

piège. 

L’incertitude sur la force vient de l’incertitude dans la détermination de la position de 

la bille et de celle du piège, ainsi que dans l’erreur sur la calibration. L’erreur totale sur la 

force a ainsi été évaluée à 15 %. De la même manière, l’erreur sur la déformation provient de 

la détermination de la position des billes. L’erreur moyenne est de l’ordre de 10 %. 

Le calcul de la déformation, des contraintes appliquées et la mesure des modules 

élastiques sont réalisés à l’aide du logiciel d’analyse de données KaleidaGraph. 

2. Élasticité du squelette 

Dans cette partie, nous présentons les relations permettant la mesure des modules 

élastiques KC et µC. Le détail des calculs se trouvent en annexe de ce chapitre. 

Hypothèses 

Le squelette est considéré comme un milieu bidimensionnel élastique continu, 

homogène et isotrope. Nous considérons de plus que le squelette est plan en moyenne, et cela 

bien que la spectrine ait la possibilité de fluctuer dans les trois dimensions. Le module de 

courbure est négligé (cf. Chapitre 1, § 3.1 et § 4.4). Nous ne considérons de plus que les 
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petites déformations de manière à pouvoir appliquer la loi de Hooke. Sous ces hypothèses, les 

propriétés élastiques sont alors déterminées par deux modules élastiques : le module 

d’extension KC et le module de cisaillement µC. 

Nous considérons que les forces CBA FetF,F
!!!

 (cf. Figure 4.2) s’appliquent aux centres 

A, B et C des billes. Nous limitons l’étude des déformations à la partie du squelette comprise 

entre les trois billes. Nous faisons l’hypothèse que la déformation et la contrainte sont 

homogènes dans la région triangulaire ABC. Ceci signifie que cette région reste triangulaire 

pendant la déformation. Le squelette étant invisible en microscopie à fond clair, la 

déformation est déduite de la position des billes. Nous sommes conscient que cette hypothèse 

est grossière, notamment dans la région où le squelette adhére aux billes. Toutefois, des 

images en fluorescence du squelette sous tension ont été réalisées et montrent que cette 

hypothèse est raisonnable (cf. §  3.1 de ce chapitre). 

Procédure d’exploitation des résultats 

Il s’agit d’une part de relier le triplet de forces CBA FetF,F
!!!

 aux contraintes d’extension 

σe et de cisaillement σc, et d’autre part de relier la déformation du triangle ABC en A’B’C’ 

aux composantes du tenseur des déformations eXX et eYY. 

2.1 Tenseur des contraintes 

Contrainte d’extension pure et contrainte de cisaillement pur 

Nous montrons en annexe de ce chapitre qu’une contrainte d’extension pure est 

générée lorsque les trois forces )F,F,F( CBA

!!!
 sont orientées suivant les hauteurs du triangle 

ABC et que leur somme est nulle. De même, nous montrons que les forces générant une 
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contrainte de cisaillement pur sont concourantes en un point du cercle circonscrit au triangle 

ABC et telles que leur somme est nulle. 

Cas général 

Dans le cas général, les trois forces exercées aux trois sommets du triangle ABC sont 

quelconques, c’est-à-dire qu’elles génèrent des contraintes d’extension et de cisaillement. Il 

s’agit donc de décomposer le triplet de forces )F,F,F( CBA

!!!
 en deux triplets : un triplet 

)F,F,F( CeBeAe

!!!
générant une contrainte d’extension pure et un triplet )F,F,F( CcBcAc

!!!
 générant 

une contrainte de cisaillement pur. 

Pour réaliser cette décomposition, chaque force est projetée sur les deux normales aux 

cotés adjacents le sommet. Par exemple, la force AF
!

est projetée sur BC netn
!!

, normales aux 

côtés AB et AC : ACABA FFF
!!!

+=  (cf. Figure 4.3). Les relation équivalentes sont obtenues pour 

les deux autres forces. 

 

Figure 4.3 : Dans le cas général, le triplet de 

forces )F,F,F( CBA

!!!
 est décomposé en deux 

triplets : un triplet générant une contrainte 

d’extension pure et un triplet  générant une 

contrainte de cisaillement pur. 
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Il faut ensuite écrire chacune des deux forces )F,F( BAAB

!!
 comme une paire de forces 

)F,F( CeCe

!!
−−  appliquée en A et B et deux forces )FF,F( ABcBAcABc

!!!
−=  : 







−−=+−=

+−=

ABcCeBAcCeBA

ABcCeAB

FFFFF

FFF
!!!!!

!!!

 

Par permutation circulaire, nous obtenons : 







−−=+−=

+−=

CAcBeCAcBeCA

ACcBeAC

FFFFF

FFF
!!!!!

!!!

     et     






−−=+−=

+−=

BCcAeCBcAeCB

BCcAeBC

FFFFF

FFF
!!!!!

!!!

. 

Le triplet donnant la contrainte d’extension pure et celui donnant la contrainte de cisaillement 

pur sont : 















+−=

+−=

+−=

2
FFF

2
FFF

2
FFF

CAAC
Ce

CAAC
Be

CBBC
Ae

!!
!

!!
!

!!
!

          et               















−=−−−=

−=−−−=

−=−−−=

.FF
2

FFFF

FF
2

FFFF

FF
2

FFFF

CeC
BCACC

Cc

BeB
ABCBB

Bc

AeA
CABAA

Ac

!!
!!!

!

!!
!!!

!

!!
!!!

!

 

Les forces CeBeAe FetF,F
!!!

sont orientées respectivement suivant les normales CBA netn,n
!!!

. 

Leur somme est nulle. Elles génèrent donc une contrainte d’extension pure (cf. Annexe). De la 

même manière, les forces )F,F( BAcABc

!!
, )F,F( CAcACc

!!
 et )F,F( CBcBCc

!!
 créent une contrainte de 

cisaillement pur. Il en est donc de même pour le triplet de forces équivalentes : 

)F,F,F( CcBcAc

!!!
. 

L’intensité de la contrainte d’extension pure σe est donnée par (cf. Annexe) : 
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AB
F

2
CA
F

2
BC
F

2 CeBeAe
e ===σ , 

où BC, CA et AB sont les longueurs des cotés du triangle ABC. 

L’intensité de la contrainte de cisaillement pur est (cf. Annexe) : 

AB
F

2
CA
F

2
BC
F

2 CcBcAc
c ===σ . 

2.2 Tenseur des déformations 

La déformation est obtenue à partir de la transformation du triangle ABC en A’B’C’ 

(cf. Figure 4.2). 

2.2.1 Déformation d’extension pure 

La déformation d’extension pure uXX + uYY (trace du tenseur des déformations) 

correspond à la variation relative de surface : 

ABC

ABC'C'B'A

0 S
SS

S
S −=∆  

où SA’B’C’ est l’aire du triangle A’B’C’ déformé et SABC l’aire du triangle ABC avant 

déformation. 

2.2.2 Déformation de cisaillement pur 

La déformation de cisaillement pur est définie par : 

y
u

x
u

ee yx
yyxx ∂

∂
−

∂
∂

=−  
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où ui est le champ de déplacement local. Le système de coordonnées principales )e,e( YX
!!  où 

le tenseur des déformations est diagonal permet de calculer la déformation. La méthode pour 

déterminer la direction de Xe!  est présentée en annexe E de ce chapitre. Dans ce système de 

coordonnées, le côté YX eYeXAB
!!

+=  devient YX e'Ye'X'B'A
!!

+=  après déformation. La 

déformation de cisaillement est alors : 

Y
Y'Y

X
X'Xee YYXX

−−−=− . 

2.2.3 Conclusion 

En conclusion, le module d’extension KC est donné par : 

0
Ce S

SK ∆=σ , 

et le module de cisaillement µC est donné, dans le repère principal, par : 

)ee( YYXXCc −µ=σ . 

3. Résultats et discussions 

3.1 Expériences de contrôle 

Nous avons réalisé deux expériences de contrôle. La première afin de vérifier que 

toute la bicouche lipidique est dissoute par notre procédure. La deuxième pour s’assurer de 

l’intégrité du squelette après la dissolution de la bicouche lipidique. 
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Dissolution de la bicouche 

La bicouche lipidique est marquée par un lipide fluorescent : le DIOC18 

(dioctadecyloxacarbocyanine, Molecular Probe). La méthode de marquage, issue de Discher 

et al. [1994], est résumée en annexe G de ce chapitre. L’excitation du marqueur se fait en 

lumière bleue (λex = 484 nm) et l’émission se fait dans le vert (λem = 501 nm). Les globules 

rouges sont observés en microscopie de fluorescence. Une solution de détergent est injectée, 

et le signal de fluorescence devient indétectable dans les secondes qui suivent l’injection. La 

constante de temps de décroissance du signal (∼  1 s) est bien inférieure à celle de photo-

blanchiment (∼  240 s). Ceci montre que la bicouche lipidique est entièrement dissoute par la 

procédure, en accord avec Svoboda et al. [1992]. 

Marquage de l’actine du squelette 

L’actine du squelette est marquée à la phalloidine-TRITC (Sigma, P-1951), d’après la 

méthode présentée dans Discher et al. [1994] et résumée en annexe H de ce chapitre. La 

technique consiste à lyser la membrane à froid afin de permettre à la sonde fluorescente 

d’entrer dans le globule et de se fixer sur l’actine. Les globules rouges sont marqués par cette 

méthode, puis les billes sont collées par la technique décrite précédemment (cf. § 1 de ce 

chapitre). Un globule marqué est piégé et la bicouche lipidique est dissoute. Le squelette reste 

fluorescent après la dissolution. Pour chaque position des pièges, nous enregistrons une image 

en fluorescence et une image en microscopie à fond clair afin de relever la position des billes. 

La figure 4.4 présente la superposition de ces deux images. L’image A montre un squelette au 

repos et l’image B le même squelette déformé. 
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Figure 4.4 : L’actine d’un globule rouge est marquée par de la phalloidine-TRITC. Après 

dissolution de la bicouche, le squelette est visualisé en fluorescence. L’image (A) correspond 

au squelette au repos et l’image (B) au même squelette sous tension. 

Ces images montrent que le squelette reste accroché aux billes après la dissolution de 

la bicouche lipidique. De plus, il n’apparaît pas de zone sur le squelette déformé où la 

déformation soit plus importante qu’ailleurs. Ceci confirme l’hypothèse que la contrainte est 

relativement homogène sur la partie du squelette comprise entre les billes. 

3.2 Mesure des modules élastiques 

Nous présentons ici les mesures réalisées dans une solution tampon à 25 mOsm/kg, 

sans adénosine triphosphate (ATP) et à température ambiante, ∼  25°C. Les mesures sont 

effectuées 10 min après la dissolution de la bicouche et se déroulent en moins de deux 

minutes. 

Dissolution de la bicouche lipidique 

Avant la dissolution, le globule rouge est maintenu sous tension par les pinces 

optiques. Les billes sont donc légèrement décentrées par rapport aux pièges.  Lorsque le front 

de détergent arrive, les billes sont ramenées dans le centre des pièges tandis que la membrane 

disparaît. Ceci signifie que le squelette se détend légèrement en milieu hypotonique. Deux 

phénomènes complémentaires peuvent expliquer cela : le squelette est contraint par la 

A B 



bicouche lipidique et la longueur bout-à-bout des filaments de spectrine augmente lorsque 

l’osmolarité diminue. 

Mesure des modules d’extension et de cisaillement 

La figure 4.5 présente un résultat type obtenu sur un squelette soumis à un cycle de 

déformations. La déformation totale est la somme d’une déformation d’extension et d’une 

déformation de cisaillement. La figure (A) représente la contrainte d’extension pure en 

fonction de la variation de surface relative. La figure (B) représente la contrainte de 

cisaillement pur en fonction de la déformation de cisaillement pur. Nous observons dans les 

deux cas une relation linéaire, en accord avec notre modèle d’élasticité linéaire. Pour la 

déformation d’extension, la surface s’accroît de 15 % au maximum. La pente donne le module 

d’extension KC, ici KC = 6.1 µN/m. Dans le cas du cisaillement, la déformation maximale est 

de 30 %. La pente de la droite donne le module de cisaillement µC, ici µC = 2.7 µN/m. 

        A B 
 

Figure 4.5 : Résultats types obtenus sur 

Contrainte d’extension pure en fonction de la

correspond au module d’extension KC. (B

déformation de cisaillement. La pente de la dr
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un globule rouge en milieu hypotonique. (A) 

 variation relative de surface. La pente de la droite 

) Contrainte de cisaillement en fonction de la 

oite est égale au module de cisaillement µC. 
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3.3 Histogramme des mesures à 25 mOsm/kg 

La table 4.1 présente l’ensemble des mesures de KC et µC obtenues sur 19 squelettes à 

25 mOsm/kg. Chaque valeur présentée est la moyenne sur l’ensemble des valeurs obtenues 

pour chacun des cycles de déformations réalisés sur un même squelette. Le nombre de cycles 

de déformations réalisé est indiqué entre parenthèse. L’écart type correspondant est également 

indiqué. La valeur moyenne du module d’extension est <KC> = 9.0 ± 3.6 µN/m, celle du 

module de cisaillement <µC> = 5.2 ± 2.1 µN/m et celle du rapport des deux modules est 

<KC/µC> = 2.3 ± 1.1. La dispersion des résultats est très importante, puisque KC est compris 

entre 3.5 et 14.6 µN/m, µC entre 1.8 et 9.6 µN/m et KC/µC entre 1.0 et 4.8. 
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Table 4.1 : Valeurs moyennes des modules d’extension et de cisaillement obtenues sur 19 

squelettes. Le nombre de cycles de déformations réalisés sur chaque squelette est indiqué 

entre parenthèse. 

Géométrie de la déformation 

Une partie de la dispersion est due à un artefact de la manipulation : nous ne 

contrôlons pas le nombre de feuillets du squelette qui sont déformés. Le squelette est une 

surface fermée. Comme le montre la figure 4.6, les forces peuvent s’appliquer soit sur un seul 

feuillet du squelette, soit sur les deux, suivant la position des billes. De manière générale, si 



 —

les billes sont dans le plan de symétrie du squelette, les forces vont s’appliquer aux deux 

feuillets du squelette. Si ce n’est pas le cas, un seul feuillet sera déformé. Lorsque deux 

feuillets sont déformés, les module élastiques apparents sont doubles comparé au cas où un 

seul feuillet est déformé. 

      

Figure 4.6 : Le nombre de feuillets du squelette

Si les billes sont dans le plan de symétrie du sq

ce n’est pas le cas , un seul feuillet est déformé.

La situation réelle n’est toutefois pas au

dépend aussi de la déformation exercée, et cel

déformations peuvent s’exercer sur un seul feu

peuvent faire travailler les deux feuillets, sui

prendre en compte ce phénomène, nous avons 

pour tous les cycles de déformations (77 mesur

Comme nous l’attendions, les distributions de 

cas du module d’extension, le premier maxi

deuxième entre 9 et 11 µN/m. Le rapport entre

avec l’hypothèse que le nombre de feuillets déf

extraire de ces histogrammes la valeur des mo

A  
B
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 déformés dépend de la position des billes. (A) 

uelette, les deux feuillets sont déformés. (B) Si 

 

ssi simple car le nombre de feuillets déformés 

a pour un même squelette. Certains cycles de 

illet, alors que d’autres cycles de déformations 

vant la direction des forces appliquées. Pour 

tracé les histogrammes des modules élastiques 

es de KC et 76 mesures de µC – cf. Figure 4.7). 

KC et de µC présentent deux maxima. Dans le 

mum est compris entre 4 et 6 µN/m et le 

 les deux maxima est proche de 2, en accord 

ormés (1 ou 2) dépend de la déformation. Pour 

dules élastiques, nous avons lissé ces courbes 
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par une somme de deux fonctions gaussiennes. Pour le module d’extension, l’équation 

correspondante s’écrit : 

)
K2

)K2K(exp(A)
K2

)KK(exp(A)N(K 2
2C

2
CC

22
1C

2
CC

1C ∆
><−−+

∆
><−−=  

où N(KC) est le nombre de mesures correspondant à la valeur KC, A1 et A2 sont deux 

constantes, et ∆KC1 et ∆KC2 sont les écarts types. Le maximum de la deuxième courbe 

gaussienne est fixé au double de la première. Le même lissage est effectué pour le module de 

cisaillement dont l’histogramme présente également deux maxima, le premier entre 1.5 et 3 

µN/m et le deuxième entre 4.5 et 5.5 µN/m. 

       

Figure 4.7 : Histogrammes des modules d’extension et de cisaillement obtenus pour chaque 

cycle de déformations. Chacun des deux histogrammes présente deux maxima, suivant que le 

cycle de déformations a lieu sur un feuillet du squelette ou sur les deux. 

Le lissage permet la mesure de la valeur moyenne des modules élastiques pour un seul 

feuillet. Nous avons obtenu KC = 4.8 ± 2.7 µN/m et µC = 2.4 ± 0.7 µN/m. Nous constatons 

que les modules élastiques du squelette sont du même ordre de grandeur que le module de 

cisaillement de la membrane (µ = 2.5 ± 0.4 µN/m mesuré par pinces optiques [Hénon et al., 

1999]). Les modules de cisaillement de la membrane et du squelette ne peuvent pas être 
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comparés directement, puisque les deux mesures ne sont pas faites à la même force ionique. 

L’absence de bicouche lipidique a également une influence sur l’élasticité du squelette. La 

différence entre µ et µC est discutée au chapitre 5, § 1.3. 

Rapport des modules d’extension et de cisaillement 
C

C

µ
K  

La figure 4.8 représente l’histogramme des rapports KC/µC. Chaque rapport est mesuré 

sur un même squelette pour un même cycle de déformations. Sur l’ensemble des mesures, 65 

cycles de déformations ont permis la mesure simultanée des deux modules élastiques. En 

lissant l’histogramme par une seule courbe gaussienne, nous obtenons la valeur moyenne du 

rapport, KC/µC = 1.9 ± 1.0. 

 

Figure 4.8 : Histogramme des rapports KC/µC obtenus sur un même squelette pour un même 

cycle de déformations. La valeur moyenne est KC/µC = 1.9 ±±±± 1.0. 

Plusieurs prédictions théoriques et numériques ont été réalisées sur des réseaux de 

ressorts (cf. Chapitre 1, § 5). Une étude théorique portant sur un réseau triangulaire parfait de 

ressorts a donné KC/µC = 2 [Kantor et Nelson, 1987]. Des études numériques sur des réseaux 
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bidimensionnels triangulaires parfaits ont obtenu KC/µC = 2 [Boal et al., 1993 ; Hansen et al., 

1996]. Les modules élastiques décroissent lorsque certains défauts sont ajoutés dans le réseau, 

notamment en augmentant la présence d’hexamères et de tétramères, et en diminuant le 

nombre de filaments de spectrine par complexe de jonction [Hansen et al., 1997]. Une étude 

numérique portant sur un réseau parfait triangulaire de ressorts entropiques libres de fluctuer 

dans un demi-espace a également montré que KC/µC = 1.7 [Boal, 1994]. Les paramètres entrés 

dans ce modèle sont la température T = 300 K, la longueur de contour des filaments de 

spectrine (L = 200 nm) et l’aire du squelette en fonction du nombre de complexes de jonction. 

La valeur mesurée est un parfait accord avec ces prédictions. Ceci permet de penser 

que le squelette conserve sa structure bidimensionnelle triangulaire après la dissolution de la 

bicouche lipidique. 

3.4 Origines de la dispersion 

Le lissage par une double gaussienne réduit la dispersion. Mais les valeurs mesurées 

présentent encore une certaine dispersion (cf. § 3.2 de ce chapitre). Trois hypothèses 

expliquent cette dispersion. 

Dispersion naturelle 

Comme nous l’avons déjà signalé à propos des mesures sur la membrane du globule 

rouge, une partie de la dispersion provient de mesures effectuées sur des squelettes d’âges 

différents. Le globule rouge a une durée de vie d’environ 120 jours. Beaucoup de 

modifications surviennent au sein de la membrane au cours de ces trois mois. Il en résulte une 

augmentation des modules élastiques [Linderkamp et Meiselman, 1982]. Une étude récente a 

mis en évidence des modifications au sein même de la spectrine [Corsi et al., 1999]. Des 
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modifications dans la structure du squelette, dont une augmentation de la densité de défauts, 

peuvent aussi expliquer la dispersion. 

Géométrie de la déformation 

Comme nous l’avons déjà souligné, le nombre de feuillets du squelette déformé n’est 

pas contrôlé. Notre analyse prend en compte que le nombre de feuillets vairie suivant le cycle 

de déformations exercé. Mais il est également possible qu’au cours d’un cycle de 

déformations, le nombre de feuillets sollicités change. Par exemple, un seul feuillet peut être 

déformé au début du cycle de déformations, et les deux lorsque la déformation devient plus 

importante. Notre analyse ne prend pas en compte ce phénomène. 

Modification du squelette 

Notons également que le squelette est susceptible de subir des modifications après son 

extraction. Il est arrivé qu’une des billes se détache complètement du squelette, ou que le 

squelette se déchire. Alors la position d’une des billes est confondue avec celle du piège et la 

valeur des modules élastiques est moindre. Il est également possible que les feuillets adhérent 

l’un à l’autre. 

3.5 Longueur de persistance d’un filament de spectrine 

Dans le cas d’un réseau bidimensionnel triangulaire parfait de ressorts, les modules 

élastiques sont reliés à la raideur d’un seul ressort k [Kantor et Nelson, 1987 ; Boal et al., 

1993] (cf. Chapitre 1, § 3.3) : 

k
2
3

µ2K CC == . 
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Bien que cette relation ne soit valable que pour un réseau triangulaire parfait, elle permet 

d’obtenir un ordre de grandeur de la raideur des filaments de spectrine. Nous mesurons une 

raideur de 5.5 ± 3.1 µN/m à 25 mOsm/kg. 

Les filaments de spectrine se comportent comme des ressorts entropiques. En effet, les 

forces appliquées sur le squelette sont de l’ordre de la dizaine de piconewtons, ce qui 

correspond à une force par filament de l’ordre de quelques dixièmes de pN. Or la force 

nécessaire pour déplier les sous unités de la spectrine est de l’ordre de 25-35 pN [Rief et al., 

1999], voir de 60 pN [Lenne et al., 2000]. Ceci signifie qu’aux forces auxquelles nous 

travaillons, les sous unités ne sont pas dépliées et le comportement élastique de la spectrine 

est d’origine purement entropique. Il est alors possible de relier la raideur d’un filament à la 

longueur de persistance ξ de la spectrine, à l’aide du modèle du ver [Marko et Siggia, 1995] : 

L2
Tk3k B

ξ
=  

où kB est la constante de Boltzmann, T la température absolue (T ∼  300 K) et L la longueur de 

contour de la spectrine (L ∼  200 nm). Ce modèle s’applique à un polymère libre, et non à un 

polymère inclus dans un réseau. Les fluctuations d’un filament de spectrine inclus dans un 

réseau sont contraintes par la présence des autres filaments. Ceci réduit l’espace des phases 

accessible. Cet effet est discuté dans Discher et al. [1998]. Ce modèle donne toutefois un 

ordre de grandeur de la longueur de persistance de la spectrine. 

Nous mesurons une raideur de 5.5 ± 3.1 µN/m et une longueur de persistance de la 

spectrine in situ de ξ ∼  5 nm à 25 mOsm/kg. Cette valeur est du même ordre de grandeur que 

celles estimées par différentes techniques (cf. Chapitre 1, § 6), où les mesures obtenues 

varient de 1 à 20 nm. 
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Nous constatons que la valeur de ξ pour un filament (double brin) est plus importante 

que celle portant sur un monomère seul (ξ ∼  0.7 – 0.8 nm ; cf. Chapitre 1, § 6.3). La mesure in 

situ estimée par Svoboda et al. (ξ ∼  6 nm) est proche de notre mesure, bien qu’elle ne soit pas 

effectuée à la même osmolarité. La mesure effectuée sur la spectrine en solution (ξ ∼  20 nm) 

est plus importante, ce qui montre l’influence du réseau. 

D’autre part, la longueur de contour d’un tétramère de spectrine est de 200 nm. Un 

tétramère est composé de deux dimères, associant chacun deux brins α-β. Le brin α est 

composé de la répétition de 22 séquences de base, le brin β de 17 (cf. Chapitre 1, § 2.1). La 

longueur d’une sous-unité est de 5 nm. Ceci laisse à penser que chaque brin de spectrine se 

comporte approximativement comme une chaîne de séquences de base librement jointe, 

l’orientation de chacune des séquences de base étant aléatoire. 

Rappelons pour comparaison que l’ADN a une longueur de persistance de l’ordre de 

50 nm ; celle du PDMS (polydiméthylsiloxane) est de 5 Å. En ce qui concerne les constituants 

du cytosquelette d’une cellule eucaryote, l’actine a une longueur de persistance de l’ordre de 

10 µm, celle des microtubules est de l’ordre du millimètre. Ceci explique pourquoi le globule 

rouge a un squelette particulier basé sur la spectrine et non sur l’actine comme toutes les 

autres cellules. Une cellule avec seulement un réseau d’actine sous-membranaire ne pourrait 

pas se déformer comme le fait le globule rouge. 

Conclusion 

L’étude présentée ici expose la première mesure directe des modules élastiques d’un 

squelette de globule rouge humain fraîchement séparé de la bicouche lipidique. Les forces 

appliquées ainsi que l’osmolarité du milieu environnant sont bien contrôlées. Nous avons 
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mesuré à 25 mOsm/kg un module d’extension KC = 4.8 ± 2.7 µN/m et un module de 

cisaillement µC = 2.4 ± 0.7 µN/m. Le rapport de ces deux modules est KC/µC = 1.9 ± 1.0. Ces 

mesures sont en bon accord avec les modèles décrivant un tel réseau de polymères. Les 

modules élastiques du squelette sont du même ordre de grandeur que le module de 

cisaillement de la membrane entière (µ = 2.5 ± 0.4 µN/m mesuré par pinces optiques). Notons 

que les deux mesures ne sont pas réalisées à la même osmolarité, ce qui rend toute 

comparaison directe impossible. 

Ces deux modules élastiques permettent la mesure de la longueur de persistance ξ de 

la spectrine. Il s’agit de la première mesure « fiable » de ξ in situ. La valeur trouvée est de 

l’ordre de 5 nm à 25 mOsm/kg. Cette valeur est cohérente avec des estimations précédentes, 

donnant ξ entre 1 et 20 nm. 

Afin de comparer le module de cisaillement µ à µC et KC, il faut connaître ces derniers 

à 300 mOsm/kg. De plus, nous venons de montrer que l’élément essentiel dans l’élasticité de 

la membrane du globule rouge humain est la raideur de la spectrine. La spectrine est une 

protéine chargée ; la raideur dépend donc de la force ionique du milieu environnant, et donc 

de l’osmolarité. En conséquence, nous allons étudier le comportement élastique du squelette à 

différentes forces ioniques. 
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Annexes du chapitre 4 

Annexe A : Généralités sur la mécanique du squelette 

Loi de Hooke 

En élasticité bidimensionnelle, le tenseur des contraintes [σσσσ] et le tenseur des 

déformations [e] sont des tenseurs 2×2. Ils sont symétriques, donc diagonalisables. Dans le 

système principal de coordonnées, où ces tenseurs sont diagonaux, la loi de Hooke s’écrit : 

σXX = KC (eXX + eYY) + µC (eXX - eYY) = σe + σc 

σYY = KC (eXX + eYY) - µC (eXX - eYY) = σe - σc 

σXY = 2µC eXY = 0 

Ici, σe et σc représentent respectivement la contrainte d’extension pure et la contrainte de 

cisaillement pur. 

Équilibre mécanique 

L’équilibre mécanique du squelette s’écrit : 

0)F(M)F(M)F(M

0FFFR

COBOAO

CBA
!!!!!!!

!!!!!

=++

=++=
 

où R
!

 est la résultante des forces et )F(MO

!!
 le moment de la force F

!
 par rapport à un point 

quelconque O. Notons que si cette relation est vraie en O, elle le reste pour n’importe quel 

point O’ (puisque la résultante des forces est nulle) : 
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'OOR)F(M)F(M O'O ×+=
!!!!!

. 

Si la somme des trois moments est nulle, alors les trois forces sont concourantes. 

Annexe B : Contrainte d’extension pure 

Nous allons déterminer ici les caractéristiques du triplet de forces )G,G,G( CBA

!!!
 

générant une contrainte d’extension pure. 

Nous considérons une surface triangulaire ABC sur laquelle une contrainte est 

appliquée. La force Gd
!

appliquée sur un côté de longueur dl d’un élément de surface est reliée 

au tenseur des contraintes par : 

dln][Gd
!!

σ=   (Eq. A.1). 

Le vecteur n!  est le vecteur unité orthogonal au côté de longueur dl. 

Dans le cas d’une contrainte d’extension pure, le tenseur des déformations est donné 

par : 







=

=

0e
ee

xy

yyxx     et     






=σ

==σ=σ

0
eK2eK2

xy

yyCxxCyyxx  

quel que soit le référentiel choisi. Le tenseur des contraintes est diagonal et s’écrit : 









σ=σ

10
01

][ e . 

La contrainte étant homogène, la force résultante exercée sur une longueur L est donnée par : 

nLG e
!!

σ= . Son point d’application est supposé au milieu du segment de longueur L. Par 



exemple, la force AG
!

 exercée sur BC est donnée par : AeA nBCG
!!

σ=  (cf. Figure 4.9), 

An
!

représente le vecteur unitaire normal au segment BC et orienté vers l’extérieur du triangle. 

La force AG
!

 est donc orientée suivant le vecteur unitaire An!  et sa norme est telle que 

BC

G A
e

!

=σ . 

F

d

s

u

s

n

  
A
 

igure 4.9 : (A) Configuration du trip

’extension pure sur le triangle ABC

ommets du triangle ABC génère une c

Ainsi, dans le cas d’un triang

ne contrainte d’extension pure so

egments BC, CA et AB. Ces trois f

orme est donnée par : 

σ

B
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let de forces CBA GetG,G
!!!

 donnant une contrainte 

. (B) Le triplet de forces CeBeAe FetF,F
!!!

exercées aux 

ontrainte équivalente à celle du triplet CA GetG,G
!!!

B . 

le quelconque ABC, les forces CBA GetG,G
!!!

 générant 

nt orientées respectivement suivant la normale aux 

orces sont concourantes et leur somme est nulle. Leur 

AB
G

CA
G

BC
G CBA

e === . 
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Le problème maintenant est de relier les forces CBA GetG,G
!!!

 exercées aux milieux 

des côtés BC, CA et AB à des forces exercées aux trois sommets du triangle ABC. Pour un 

élément de surface élémentaire, une force AG
!

exercée au milieu du segment BC est 

équivalente à deux forces 2GA

!
, une exercée en B et l’autre en C. Ceci reste valable pour le 

triangle ABC puisque nous avons émis l’hypothèse que la contrainte y est homogène. Nous 

pouvons ainsi relier le triplet de forces CeBeAe FetF,F
!!!

 exercées aux trois sommets du triangle 

aux trois forces CBA GetG,G
!!!

donnant une contrainte d’extension pure. Ces deux triplets de 

forces génèrent la même contrainte supposée homogène et ils sont liés par les relations 

suivantes (cf. Figure 4.9) : 

2
G

2
GGF

2
G

2
GGF

2
G

2
GGF

CBA
Ce

BAC
Be

ACB
Ae

!!!
!

!!!
!

!!!
!

−=+=

−=+=

−=+=

 

La deuxième partie de l’égalité vient de l’équilibre du squelette  : 0GGG CBA

!!!!
=++ . 

Chacune de ces forces est donc orientée suivant la hauteur issue du sommet auquel elle 

s’applique. 

Leurs normes sont reliées à σe par : 

AB
F

2
CA
F

2
BC
F

2 CeBeAe
e ===σ   (Eq. A.2). 
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En conclusion, les forces CeBeAe FetF,F
!!!

 donnant une contrainte d’extension pure sont 

portées par les hauteurs du triangle ABC. Leur somme est nulle et leurs normes sont données 

par l’équation A.2. 

Annexe C : Contrainte de cisaillement pur 

Généralités sur le cisaillement 

Une déformation de cisaillement pur sur un élément de surface est donnée par : 

yyxx ee −= . 

La contrainte est alors donnée par : 









=σ

−=σ
=σ

xyCxy

xxCyy

xxCxx

eµ2
eµ2

eµ2
. 

Le tenseur des contraintes de cisaillement pur est symétrique, donc diagonalisable. Il existe 

une base de coordonnées )e,e( YX
!!  où le tenseur des contraintes de cisaillement pur s’écrit : 









−

σ=σ
10

01
][ cXY . 

Les forces CBA KetK,K
!!!

correspondant à ce tenseur des contraintes s’obtiennent par 

intégration de l’équation A.1 et sont représentées sur la figure 4.10. Leurs normes sont 

données par : 

AB
K

CA
K

BC
K CBA

C ===σ . 
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Figure 4.10 : (A) configuration des trois forces CBA KetK,K
!!!

 donnant une contrainte de 

cisaillement pur sur le triangle ABC. (B) Les trois forces CcBcAc FetF,F
!!!

 exercées aux trois 

sommets du triangle ABC génèrent la même contrainte que les forces CBA KetK,K
!!!

. 

Le passage des forces CBA KetK,K
!!!

 exercées au milieu des segments BC, CA et AB 

aux forces CcBcAc FetF,F
!!!

 exercées aux sommets du triangle se fait de la même manière que 

dans le cas de l’extension pure. Il s’agit de remplacer la force AK
!

 par deux forces 2KA

!
 

exercées en chacun des sommets B et C. Les forces équivalentes exercées aux sommets A, B 

et C sont : 

.
2

K
2

KKF

2
K

2
KKF

2
K

2
KKF

CBA
Cc

BAC
Bc

ACB
Ac

!!!
!

!!!
!

!!!
!

−=+=

−=+=

−=+=

 

La deuxième partie de l’égalité vient de l’équilibre du squelette : 0KKK CBA

!!!!
=++ . 

La norme de ces trois forces est : 

AB
F

2
CA
F

2
BC
F

2 CcBcAc
c ===σ   (Eq. A.3) 

A B 
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L’orientation des forces CcBcAc FetF,F
!!!

 est telle que les angles )F,F( BcAc

!!
 et 

)CB,CA( sont égaux. Les mêmes égalités existent pour les permutations circulaires. Ceci 

signifie que les trois forces sont concourantes en un point du cercle circonscrit au triangle 

ABC. Le détail de cette démonstration est présenté en annexe D de ce chapitre. 

Il est possible de décomposer les forces de cisaillement pur en les projetant sur les 

normales aux côtés adjacents au point d’application de la force. Par exemple au sommet A, la 

force AcF
!

est projetée sur les normales CB netn
!!

 aux cotés AC et AB respectivement (cf. 

Figure 4.10, B). Nous obtenons : 










+=

+=

+=

CAcCBcCc

BCcBAcBc

ABcACcAc

FFF

FFF

FFF

!!!

!!!

!!!

. 

En utilisant la condition d’équilibre 0FFF CcBcAc

!!!!
=++ , l’égalité des angles )e,n( XA

!!
 

et )K,e( AX

!!  (cf. Annexe E) et les deux autres relations obtenues par permutations circulaires, 

il est possible de montrer que : CAcACc FF
!!

−= , BAcABc FF
!!

−=  et CBcBCc FF
!!

−= . 

En conclusion, les forces CcBcAc FetF,F
!!!

 générent une contrainte de cisaillement pur 

sur le triangle ABC. Leurs orientations sont telles qu’elles sont concourantes en un point du 

cercle circonscrit au triangle ABC et leurs normes sont données par l’équation A.3. 

Annexe D : les forces générant un cisaillement pur sont concourantes en 

un point du cercle circonscrit au triangle ABC 

Le milieu élastique plan délimité par le triangle ABC est soumis à trois forces 

CcBcAc FetF,F
!!!

 concourantes en un point du cercle circonscrit au triangle ABC et dont la 
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somme est nulle. Nous allons montrer que ces trois forces génèrent une contrainte de 

cisaillement pur et nous admettrons que la réciproque est vraie 

 

Figure 4.11 : Les trois forces sont concourantes en un point L du cercle et leur somme est 

nulle. Elles génèrent alors une contrainte de cisaillement pur. 

Remarquons pour commencer que les triangles ABC et LMN sont similaires (cf. 

Figure 4.12). En effet, les angles )F,F( CcAc

!!
 et (AB, BC) sont égaux puisqu’ils interceptent le 

même arc de cercle. Ceci est également vrai pour les deux autres angles. 

 

Figure 4.12 : Les triangles NLM et ABC sont 

similaires. 
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Nous avons donc la relation entre les normes des forces : 

AB
F

AC
F

BC
F CcBcAc == . 

Projetons les forces CcBcAc FetF,F
!!!

 sur les normales à chaque côté, afin d’obtenir les 

forces CBA KetK,K
!!!

. Le processus de décomposition des forces CcBcAc FetF,F
!!!

 est décrit 

dans l’Annexe C de ce chapitre. Par construction, nous avons : 

[ ] [ ]( ) [ ]
BBCA

CA
Bc K

2
1ACn.

2
ABn.BCn.

2
1

2
KK

F
!!!!

!!
!

−=σ−=σ+σ=
+

= , 

et de la même manière : AAc K
2
1F

!!
−= , CCc K

2
1F

!!
−= . Et donc 

AB
K

AC
K

BC
K CBA == . 

Calculons maintenant le tenseur des contraintes générées par le triplet de forces 

CBA KetK,K
!!!

. Pour cela, déterminons la direction de BK
!

 : 

Posons φ=)K,e( Ax

!! . L’angle )K,e( Bx

!!  vaut (cf. Figures 4.13) : 

π−β+φ=β+π−+φ=+= )()K,K()K,e()K,e( BAAxBx

!!!!!! . 

Il vient : 







β+φ−
β+φ−

σ=







π−β+φ
π−β+φ

σ=
)(sin
)(cos

AC
)(sin
)(cos

ACK CCB

!
. 

Et [ ] BB n.ACK
!!

σ=  avec β−π=
2

)n,e( Bx
!!

 et donc 
















β−π

β−π

=
)

2
(sin

)
2

(cos
n B
!

. 

En décomposant cos(φ + β) et sin(φ + β), puis en identifiant chacun des termes, nous obtenons 

le tenseur des contraintes dans la base )e,e( yx
!!

 : 
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[ ] 







φ−φ−
φ−φ

σ=σ
sincos
cossin

Cxy . 

Nous avons yyxx σ−=σ , ce qui correspond à une contrainte de cisaillement pur. Trois forces 

concourantes en un point du cercle circonscrit à ABC et dont la somme est nulle génèrent une 

contrainte de cisaillement pur. 

Annexe E : Direction du repère principal 

Dans le repère principal )e,e( YX
!!

, le tenseur des contraintes de cisaillement pur est 

diagonal. Nous allons montrer que les angles )e,n( XA
!!

 et )K,e( AX

!! sont égaux. Ainsi que les 

angles )e,n( XB
!!  et )K,e( BX

!!  ou encore )e,n( XC
!!

 et )K,e( CX

!!
. 

 

Figure 4.13 : Dans le cas du cisaillement pur, nous devons définir l’angle du repère principal 

(X, Y) par rapport au repère (x, y). 
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Pour déterminer l’angle θ du repère principal (cf. Figure 4.13), nous allons déterminer 

le tenseur des contraintes de cisaillement pur dans le repère (x, y), puis le diagonaliser afin 

d’obtenir l’angle θ du nouveau repère (X, Y) où le tenseur est diagonal. 

Comme nous l’avons vu en Annexe D, le calcul de BK
!

 permet de définir le tenseur 

des contraintes de cisaillement pur dans le repère (x, y) : 

[ ] 







φ−φ−
φ−φ

σ=σ
sincos
cossin

Cxy . 

Soit [ ]XYσ  le tenseur des contraintes de cisaillement dans le repère (X, Y) : 

[ ] 







−

σ=σ
10

01
CXY . 

Déterminons [ ]XYσ  dans le repère (x, y) : [ ] [ ] 







θθ
θ−θ

=σ=σ −

cossin
sincos

PavecPP 1
XYxy  

la matrice de passage et P-1 sa matrice inverse. 

Nous obtenons : 

[ ] 







θ−θ

θθ
σ=σ

2cos2sin
2sin2cos

Cxy . 

En identifiant à [ ]
















π−φ−π−φ

π−φπ−φ
σ=








φ−φ−
φ−φ

σ=σ
)

2
(cos)

2
(sin

)
2

(sin)
2

(cos

sincos
cossin

CCxy , nous en 

déduisons l’angle que fait le repère principal avec le repère (x, y) : 
42
π−φ=θ . 
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Or, )
2

(2
2

)K,e()e,n()K,n( AxxAAA θ+π=φ+π=+=
!!!!!!

 et )K,e(
2

)e,n( AXXA

!!!!
=θ+π= . 

Les angles )e,n( XA
!!  et )K,e( AX

!!  sont égaux. 

Annexe F : Silanisation des lentilles cylindriques 

Une silanisation consiste à greffer des chaînes carbonées à la surface du verre. La 

première étape est un nettoyage minutieux de la surface du verre. La deuxième étape consiste 

en la silanisation à proprement parlée, après avoir permis la création du mince film d’eau à la 

surface des lentilles catalysant la réaction. 

Nettoyage 

Le nettoyage des lentilles commence en faisant agir un détergent (Decon 90) pendant 

20 min à 60 °C dans la cuve à ultrasons. Ceci est suivi d’un premier rinçage à l’eau Millipore 

(10 MΩ.cm), puis d’un deuxième dans la cuve à ultrasons dans un solution d’eau avec 10 % 

en volume d’éthanol. Les lentilles sont rincées à l’eau Millipore. 

Elles sont ensuite nettoyées par un mélange Piranha. Dans la cuve à ultrasons (afin 

d’éviter la formation de petites bulles sur les lentilles pendant la réaction), 2/3 d’acide 

sulfurique sont ajoutés à 1/3 d’eau oxygénée. Nous laissons agir le mélange pendant 10 

minutes. Les lentilles sont minutieusement rincées à l’eau Millipore. Elles sont séchées avec 

tout le matériel de la silanisation dans l’étuve à 50° C pendant une heure. 

Les lentilles sont ensuite placées sous ozone, dans une enceinte à haute teneur en 

dioxygène en présence d’une lampe à ultraviolet pendant une heure. L’objectif est d’oxyder 

toutes les matières organiques qui resteraient encore sur les lentilles. Après évacuation de 
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l’ozone, un petit bécher contenant de l’eau est introduit dans l’enceinte pendant ½ heure afin 

de favoriser la création d’un mince film d’eau. 

Silanisation 

La solution de silanisation est composée de 80 % d’hexadécane, de 12 % de 

tétrachlorométhane, de 8 % de chloroforme et de 2 mM d’octadecyltrichlorosilane. Pour 100 

mL de solution, 80 µL de la solution d’octadecyltrichlorosilane (FW : 387.94 g/mol, densité 

de 0.984) sont ajoutés. Les lentilles sont maintenues dans cette solution pendant 1 heure 30 à 

15°C. Un rinçage est ensuite effectué au chloroforme. 

Annexe G : Marquage de la bicouche lipidique 

La procédure de marquage est extraite de Discher et al. [1994]. La bicouche lipidique 

est rendue fluorescente en y insérant un lipide, le DiOC18 (Molecular Probe). 3 µL d’une 

solution de DiOC18 à 0.6 mg/µL dilué dans du méthanol sont laissés à l’air afin que le 

méthanol s’évapore. 5 µL d’une suspension de globules rouges compactés, pris directement 

du culot après centrifugation sont ensuite ajoutés. Après une incubation de 15 min à 

température ambiante, la suspension est diluée dans 0.992 mL de PBS puis rincée une fois par 

centrifugation. 

Annexe H : Marquage de l'actine 

La procédure de marquage de l’actine est extraite de Discher et al., [1994]. La 

membrane des globules rouges est lysée par choc osmotique de manière réversible afin de 

permettre l’entrée de la rhodamine phalloidine. La rhodamine est le groupe fluorescent et la 

phalloïdine, extrait de l’amanite du même nom, est un poison qui se fixe sur l’actine. 
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La rhodamine phalloidine est conservée à -18°C dans du méthanol (échantillons de 2.5 

µL de 1 mg/µL dans du MeOH). Un échantillon est laissé à l’air libre pour que le méthanol 

s’évapore. La rhodamine phalloidine est alors dissoute dans 10 µL d’une solution tampon 

hypotonique à 4°C (10 mM phosphate, pH 7.4). Le choc osmotique ainsi créé lyse la 

membrane de manière réversible et permet l’entrée du marqueur dans le globule rouge. 5 µL 

de globules rouges compactés (prélevés directement après centrifugation) sont ensuite ajoutés 

et la suspension est incubée pendant 10 min à 4°C. Cette suspension est ensuite amenée aux 

concentrations de 100 mM de KCl et 1 mM de MgCl2, puis maintenue à 37°C pendant 30 

min. Ce procédé crée des fantômes ; les auteurs ont vérifié que le marquage ne modifie pas les 

propriétés élastiques de la membrane de manière notable. 
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Chapitre 5 
Influence de la force ionique, du 
vieillissement et de l’ATP sur 
l’élasticité du squelette 

Introduction 

Nous présentons dans ce chapitre des expériences permettant la caractérisation des 

propriétés élastiques du squelette du globule rouge humain en fonction de l’osmolarité de la 

solution environnante et de la concentration en ATP de celle-ci ; nous avons également étudié 

le comportement élastique du squelette au cours du temps, après son extraction. 

La spectrine est une protéine chargée au pH physiologique. Ses propriétés élastiques 

dépendent de la force ionique de la solution environnante. Nous avons donc réalisé trois séries 

de mesures complémentaires : à 100 mOsm/kg, à 150 mOsm/kg et à 300 mOsm/kg (la force 

ionique est respectivement de 80, 84 mM et 168 mM). Ces mesures sont effectuées suivant le 

même protocole expérimental que celles à 25 mOsm/kg décrites dans le chapitre 4. Nous 

avons ainsi mis en évidence une dépendance directe des modules élastiques en fonction de la 

force ionique du milieu environnant. Ces résultats sont décrits dans la première partie de ce 

chapitre. 

Nous observons une grande dispersion sur les résultats. Afin de s’en affranchir, nous 

avons réalisé des mesures sur un même squelette, mais à deux osmolarités différentes : à 150 
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et à 25 mOsm/kg. Ces résultats, présentés en deuxième partie, appuient les conclusions 

obtenues en première partie. 

Nous nous sommes également intéressé au comportement du squelette au cours du 

temps, après son extraction. Après la première série de mesures, le squelette est maintenu sous 

tension, et nous réalisons une deuxième série de mesures 10 ou 15 min après la première. 

Nous avons mis en évidence deux comportements différents suivant la force ionique du milieu 

dans lequel est faite la mesure. En milieu hypotonique, les modules élastiques décroissent 

progressivement et régulièrement jusqu’à la désagrègation du squelette. En milieu isotonique, 

les modules élastiques augmentent dans les dix minutes suivant la première série de mesures, 

puis se stabilisent. 

La dernière partie de ce chapitre expose des résultats préliminaires obtenus à 

différentes concentrations en adénosine triphosphate (ATP). Le faible nombre de mesures ne 

permet pas de déduire des modules élastiques précis, mais nous avons noté deux 

phénomènes : un squelette extrait en milieu hypotonique avec ATP a pu être manipulé 

pendant plus de deux heures, alors que sans ATP, tous les squelettes étaient dénaturés au bout 

de 45 min au maximum. De plus, il apparaît que la présence d’ATP augmente la tension 

initiale du squelette. 

1. Variation de la force ionique 

1.1 Principe 

Le principe de l’expérience est celui exposé au chapitre 4. Pour mémoire, un globule 

rouge avec trois billes est piégé, et sa bicouche lipidique est dissoute par injection d’une 

solution de triton X-100 dilué dans une solution tampon à l’osmolarité choisie pour la mesure. 
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Le détergent est ensuite rincé et l’osmolarité fixée par une injection de solution tampon. Le 

volume de la solution tampon injecté est approximativement égal à celui de la chambre 

d’écoulement. 

Nous avons réalisé des séries de mesures dans trois solutions tampons différentes. Les 

mesures en milieu isotonique ont été réalisées dans une solution tampon PBS : 8.1 mM de 

Na2HPO4, 1.5 mM de KHPO4, 2.7 mM de KCl et 137 mM de NaCl, pour un pH de 7.4 et une 

osmolarité de 300 mOsm/kg. Pour les mesures réalisées à 150 mOsm/kg, la solution tampon 

est obtenue en diluant deux fois une solution PBS avec de l’eau. Le pH est de 7.4. La solution 

tampon à 100 mOsm/kg est composée de 10 mM de K2HPO4, de 10 mM de KH2PO4 et de 25 

mM de NaCl pour un pH fixé à 7.4. L’osmolarité de chacune des solutions est mesurée à 

l’osmomètre. 

Chacune des mesures présentées est réalisée 10 min après l’extraction du squelette, et 

est faite à température ambiante (∼  25°C). Chaque squelette est déformé de la même manière 

que pour les déformations à 25 mOsm/kg, à savoir par trois cycles de déformations successifs. 

1.2 Résultats 

1.2.1 Mesures à 100 mOsm/kg 

Nous présentons ici les résultats obtenus à 100 mOsm/kg. Cette série de mesures 

présente les même caractéristiques que celle à 25 mOsm/kg décrites au chapitre 4. 

Pour chaque déformation, nous traçons la contrainte d’extension en fonction de la 

variation de surface relative ainsi que la contrainte de cisaillement pur en fonction de la 

déformation de cisaillement. Dans chaque cas, une relation linéaire est observée et la pente 

donne le module élastique. 
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La figure 5.1 présente les histogrammes des mesures du module d’extension et du 

module de cisaillement. Ces mesures ont été réalisées sur 7 squelettes, et ont permis d’obtenir 

20 mesures donnant le module d’extension et 18 le module de cisaillement. La valeur 

moyenne du module d’extension est 7.5 ± 6.3 µN/m et celle du module de cisaillement est de 

3.6 ± 1.6 µN/m. Le module de cisaillement varie de 2.8 à 16.6 µN/m et le module de 

cisaillement de 1.6 à 7.4 µN/m. Chacun des histogrammes présente deux maxima. Afin de 

tenir compte du nombre de feuillets du squelette déformé, nous lissons ces données par une 

somme de deux gaussiennes, la moyenne de la deuxième gaussienne étant fixée au double de 

la première. Nous en déduisons ainsi le module d’extension et le module de cisaillement pour 

un seul feuillet : KC = 7.1 ± 4.8 µN/m et µC = 2.4 ± 1.0 µN/m. 

     

Figure 5.1 : histogrammes (A) du module d’extension et (B) du module de cisaillement à 100 

mOsm/kg avec lissage par une double gaussienne. 

La figure 5.2 présente l’histogramme du rapport du module d’extension sur le module 

de cisaillement. Quinze déformations ont permis de mesurer simultanément les deux modules. 

Le rapport varie de 0.9 à 4.6. L’histogramme présente un seul maximum et nous lissons les 

données par une seule gaussienne. La moyenne ainsi mesurée est KC/µC = 2.9 ± 1.8. 
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Figure 5.2 : histogramme du rapport KC/µC à 

100 mOsm/kg avec lissage par une simple 

gaussienne. 

 

 

Les mesures à 100 mOsm/kg présentent deux problèmes. Les deux maxima de 

l’histogramme des modules d’extension ne sont pas dans un rapport 2:1. Ceci a pour 

conséquence un écart type important dans la mesure de KC. Le deuxième résultat surprenant 

est la valeur du rapport KC/µC, très proche de 3. Nous pensons que cela est une conséquence 

du faible nombre de mesures réalisées à cette osmolarité. 

1.2.2 Mesures à 150 mOsm/kg 

Cette série présente les mêmes caractéristiques qu’à 25 mOsm/kg. La figure 5.3 

présente les histogrammes des modules d’extension et de cisaillement portant sur 11 

squelettes. Le module d’extension a pu être mesuré sur 27 des déformations réalisées et celui 

de cisaillement sur 38. La dispersion est importante : le module d’extension varie de 4.6 à 

28.8 µN/m et celui de cisaillement de 3.6 à 18.3 µN/m. La valeur moyenne de ces mesures est 

KC = 15.7 ± 6.0 µN/m et µC = 8.3 ± 3.9 µN/m. Les histogrammes présentent chacun deux 

maxima, et un lissage par une double gaussienne permet d’en déduire les modules élastiques 

d’un seul feuillet. Nous avons mesuré KC = 9.7 ± 3.4 µN/m et µC = 5.7 ± 2.3 µN/m. 
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Figure 5.3 : histogrammes (A) du module d’extension et (B) du module de cisaillement à 150 

mOsm/kg avec lissage par une double gaussienne. 

La figure 5.4 présente l’histogramme des rapports KC/µC ; 22 mesures ont permis la 

mesure simultanée des deux modules élastiques. Les valeurs varient de 0.8 à 3.4, et 

l’histogramme ne présente qu’un seul maximum. La valeur moyenne est de KC/µC = 2.0 ± 1.3. 

 

Figure 5.4 : histogramme du rapport KC/µC à 

150 mOsm/kg avec lissage par une simple 

gaussienne. 
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1.2.3 Mesures à 300 mOsm/kg 

La figure 5.5 présente les deux histogrammes des mesures effectuées en milieu 

isotonique. Ces mesures ont porté sur 7 squelettes, 44 déformations ont permis la mesure de 

KC et 35 celle de µC. La valeur moyenne de KC est 22.6 ± 4.5 µN/m et celle de 

<µC> = 7.9 ± 2.7 µN/m. Les histogrammes ne présentent pas clairement deux maxima, et il 

est difficile d’en déduire les modules élastiques pour un seul feuillet. Il est probable qu’à cette 

force ionique, les filaments de spectrine créent des points d’adhésion entre eux. En effet, les 

forces répulsives électrostatiques entre filaments de spectrine sont écrantées par les charges 

du milieu environnant, ce qui favorise leur adhésion par des forces de Van der Waals. Il est 

probable que la topologie du squelette n’est pas conservée : le réseau ne doit plus être 

triangulaire. Il est aussi possible que le squelette forme une structure tridimensionnelle. 

Afin d’obtenir une valeur approximative des modules élastiques pour un seul feuillet, 

nous avons lissé ces mesures par une seule gaussienne. Nous mesurons alors 

KC = 21.3 ± 10.5 µN/m et µC = 6.7 ± 3.0 µN/m. En émettant l’hypothèse que les deux feuillets 

sont parfaitement collés l’un à l’autre, avec une densité de points d’attache du même ordre de 

grandeur que la densité de sommets dans le réseau du squelette, la valeur mesurée correspond 

alors au cas où deux feuillets sont simultanément déformés. Nous en déduisons ainsi des 

valeurs approximatives pour un seul feuillet : KC = 10.7 ± 5.3 µN/m et µC = 3.4 ± 1.5 µN/m. 

Ces valeurs ne donnent qu’une approximation grossière car la contrainte n’est probablement 

pas répartie uniformément entre les deux feuillets. 
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Figure 5.6 : histogramme du rapport 

KC/µC à 300 mOsm/kg. 

 

 

 

 

1.3 Discussion 

Influence de la force ionique sur les modules élastiques 

La figure 5.7 présente la variation des modules élastiques en fonction de l’osmolarité 

(i. e. la force ionique). Nous y avons ajouté les mesures à 25 mOsm/kg présentées au chapitre 

4. Cette figure met en évidence une dépendance directe des modules élastiques en fonction de 

la force ionique. Comme nous l’avons précisé, les valeurs à 300 mOsm/kg sont entachées 

d’une grande incertitude de par l’adhésion des filaments de spectrine entre eux. En revanche, 

nous observons globalement une augmentation avec la force ionique pour les modules 

élastiques en milieu hypotonique. Si de plus, nous représentons cette dépendance par une loi 

linéaire, nous obtenons : 

,Osm024.027.1)Osm(µ
Osm038.086.3)Osm(K

C

C

×+=
×+=

 

avec Osm l’osmolarité du milieu environnant en mOsm/kg. En supposant que l’on puisse 

extrapoler la valeur des modules élastiques à 300 mOsm/kg, nous trouvons : 
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KC(300 mOsm/kg) = 15.4 µN/m et µC(300 mOsm/kg) = 8.6 µN/m. Ces valeurs sont en bon 

accord avec celles obtenues par simulations numériques sur un réseau bidimensionnel de 

ressorts entropiques [Boal, 1994] : KC = 17 ± 2 µN/m et µC = 10 ± 2 µN/m. Pour obtenir ces 

résultats, l’auteur a introduit dans son modèle la température (T = 300 K), la longueur de 

contour des filaments de spectrine (L = 200 nm) et l’aire du squelette en fonction du nombre 

de complexes de jonction. 

 

Figure 5.7 : bilan des modules élastiques en fonction de l’osmolarité (les couples KC et µC sont 

pris à la même osmolarité (25, 100, 150 et 300 mOsm/kg), ils apparaissent décalés pour une 

meilleur lisibilité). 

Longueur de persistance 

Nous pouvons déduire de ces mesures les valeurs de la longueur de persistance d’un 

filament de spectrine en fonction de l’osmolarité. Comme décrit au chapitre 4, la longueur de 



persistance ξ d’un filament de spectrine est directement reliée aux modules élastiques dans le 

cas où le squelette est considéré comme un réseau bidimensionnel triangulaire parfait de 

ressorts entropiques et en utilisant le modèle du ver [Marko et Siggia, 1995] : 

L4
Tk33

µ2K B
CC ξ

== , 

avec kB la constante de Boltzmann, T la température absolue (∼ 300 K dans nos expériences), 

ξ la longueur de persistance et L la longueur de contour d’un filament de spectrine. 

La figure 5.8 montre la dépendance de la longueur de persistance en fonction de 

l’osmolarité et de la force ionique du milieu environnant. La longueur de persistance est 

calculée à partir du module d’extension. 

   
  

FI
A

 

Figure 5.8 : Longueur de persistance en foncti
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la spectrine par les contre-ions, tandis que l0 reste constant. Dans ce modèle, le polymère 

porte des charges séparées par une distance A. L’interaction entre deux charges est donné 

par : v(r) = kBT (lB/r) exp[–κr] où lB est la longueur de Bjerrum et κ est l’inverse de la 

longueur de Debye. Cette dernière dépend de la force ionique FI de la solution et est donné 

par la relation de Debye–Hückel : κ2 = 4π lB FI. La longueur de persistance électrostatique est 

alors donnée par : lOSF = lB/(4κ2A2) [Barrat et Joanny, 1993]. La longueur de persistance ξ 

doit alors se comporter comme :
FI
Cl

te

0 +=ξ . 

Nous avons lissé la figure 5.8, B) par une telle loi. L’accord est correcte, bien que le 

nombre de points est faible et l’erreur sur chacun de ces points grande. Notons toutefois que la 

valeur de l0 = 2.3 nm mesurée est relativement proche de celle estimée par Svoboda et al. 

[1992] à environ 3 nm. 

Comparaison des modules µ et µC 

Le module de cisaillement µ de la membrane mesuré par pince optique à 300 

mOsm/kg est égal à 2.5 ± 0.4 µN/m. Le module de cisaillement du squelette à cette même 

osmolarité semble voisin de 10 µN/m. Ces deux valeurs sont du même ordre de grandeur. 

Comment pouvons nous expliquer la différence entre ces deux valeurs ? Autrement 

dit, quelle est la différence entre un squelette libre et un squelette attaché à la bicouche 

lipidique ? Pour le squelette libre, les filaments de spectrine sont libres de fluctuer dans la 

troisième dimension. En revanche, la bicouche lipidique a deux effets sur les fluctuations de 

la spectrine. Le premier est de limiter, de par sa présence, les fluctuations à un demi-espace. 

Le deuxième effet est dû aux points d’attache du squelette aux protéines transmembranaires. 
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Nous avons vu (cf. Chapitre 1, § 2.3) que les complexes de jonction ainsi que les filaments de 

spectrine sont liés à certaines protéines transmembranaires. 

La bicouche lipidique a donc pour effet de limiter les fluctuations de la spectrine, et 

ainsi de modifier les modules élastiques. Les fluctuations de la spectrines sont réduites par la 

membrane. 

Influence de la bicouche lipidique sur les fluctuations de la spectrine 

Nous avons observé lors de la dissolution de la bicouche lipidique en milieu 

isotonique que la tension dans le squelette augmente. Ceci se traduit par le fait que les billes 

se rapprochent les unes des autres dans les secondes qui suivent la dissolution de la bicouche. 

Lorsque la bicouche est dissoute, les liaisons spectrine-bicouche n’existent plus et les 

filaments sont alors libres de fluctuer à trois dimensions. Ceci appuie l’idée que la spectrine se 

comporte comme un polymère flexible. 

En revanche, en milieu hypotonique, le squelette s’étend légèrement lors de la 

dissolution de la bicouche. L’effet de l’augmentation des fluctuations est contrebalancé par 

l’augmentation de la longueur de persistance. 

2. Variation de l’osmolarité sur un même 

squelette 

Les résultats obtenus par la méthode précédente présentent une grande dispersion, et 

des valeurs fiables ne peuvent être obtenues qu’en réalisant des statistiques sur un grand 

nombre de données. Afin de s’affranchir de cette contrainte, nous avons aussi réalisé des 

mesures sur un même squelette en faisant varier l’osmolarité. 
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2.1 Principe 

Un globule rouge avec trois billes est piégé, la bicouche lipidique est dissoute par une 

solution de Triton X–100 diluée dans une solution tampon à 150 mOsm/kg. Le détergent est 

rincé et l’osmolarité fixée à 150 mOsm/kg. Nous procédons ensuite à la mesure des modules 

élastiques par la méthode décrite au chapitre 4. 

Après cela, nous modulons la position de deux des trois pièges avec un signal 

sinusoïdal à basse fréquence (0.5 Hz) à l’aide d’un générateur de fonctions. L’amplitude des 

déplacements des deux pièges est de l’ordre de vingt pour-cent de leur écartement total, soit 

∼ 1 µm. Le squelette est alors soumis à des déformations variables périodiques, et nous 

enregistrons les déformations à l’aide du magnétoscope S-VHS. 

L’enregistrement commence tandis que le squelette est dans un milieu à 150 

mOsm/kg. Nous injectons lentement une solution tampon à 25 mOsm/kg tout en modulant la 

position des pièges. Après 5 à 10 min d’injection de la solution tampon à 25 mOsm/kg, nous 

ré-injectons la solution tampon à 150 mOsm/kg pour revenir à la concentration initiale. À la 

fin de la manipulation, nous enregistrons la position des pièges en fonction du temps. 

L’exploitation des résultats se fait à l’aide d’un ordinateur équipé d’une carte 

d’acquisition numérique permettant l’acquisition de 25 images par seconde. L’acquisition des 

films se fait par séquences de deux secondes ; les séquences sont espacées d’une minute. Les 

séquences acquises sont ensuite découpées en succession d’images à l’aide du logiciel 

Premiere (Adobe), puis chaque image est redimensionnée par Photoshop (Adobe). Le même 

traitement est fait sur le film donnant la position des pièges. Le logiciel KaleidaGraph est 

ensuite utilisé pour déterminer l’aire du triangle ayant comme sommet chacun des centre des 

billes. L’exploitation des résultats se fait sur les deux images d’aires minimale et maximale 
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qui sont les deux images où la position des pièges est connue avec la plus grande précision. 

Le fait de n’utiliser que deux images ne permet pas de déduire le module de cisaillement, pour 

lequel l’erreur sur la détermination de l’orientation du repère principal est trop importante. 

Nous ne mesurons donc que KC. L’erreur sur chaque mesure est estimée à 20 %. 

2.2 Résultats et discussion 

Comportement qualitatif du squelette 

Pendant l’injection de la solution tampon à 25 mOsm/kg, le squelette se détend au fur 

et à mesure que l’osmolarité est abaissée et l’amplitude de déplacement des billes est plus 

grande. Ceci signifie que la raideur du squelette diminue. Lorsque nous réinjectons la solution 

à 150 mOsm/kg, la raideur augmente et l’amplitude des déplacements des billes diminue. 

Mesure des modules élastiques sur un squelette 

La figure 5.9 présente la variation du module d’extension KC au cours du temps. La 

première flèche correspond au début de l’injection de la solution tampon à 25 mOsm/kg, la 

deuxième à celle de 150 mOsm/kg. Le graphe présente trois palliés distincts : le premier 

jusqu’à t = 190 s, le deuxième pour 300 < t < 420 s, et le dernier au-delà de t = 480 s. Ceci 

correspond aux valeurs du module d’extension aux trois osmolarités. Le module d’extension 

KC à 150 mOsm/kg est égal à 13.8 ± 0.8 µN/m. À 25 mOsm/kg, il vaut KC = 4.4 ± 0.5 µN/m 

et après le retour à 150 mOsm/kg, KC = 8.0 ± 0.7 µN/m. 

Ceci est la preuve directe de la dépendance des modules élastiques – et donc de la 

raideur de la spectrine – en fonction de l’osmolarité de la solution environnante. 



 — 154 — 

 

Figure 5.9: Variation du module d’extension sur un squelette dont l’osmolarité du milieu 

environnant est abaissée à 25 mOsm/kg, puis ramenée à 150 mOsm/kg. 

Ensemble des mesures 

Nous avons réalisé cette expérience sur 6 squelettes différents (cf. Table 6.1). Les deux 

modules d’extension KC et KC’ à 150 mOsm/kg ont été mesurés par la méthode décrite au 

chapitre 4, et ceci afin d’avoir une moindre erreur. La mesure à 25 mOsm/kg est réalisée par 

la méthode décrite ci-dessus, juste avant le début de l’injection de la solution tampon à 150 

mOsm/kg. 

Les valeurs trouvées pour le module d’extension sont compatibles avec celles 

mesurées précédemment (cf. Chapitre 5, § 1). Ceci montre que le protocole expérimental ne 

modifie pas l’élasticité du squelette. 

début 25 mOsm/kg début 150 mOsm/kg  
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Table 5.1 : Bilan sur 6 squelettes des mesures du module d’extension en faisant varier 

l’osmolarité. 

La deuxième mesure à 150 mOsm/kg n’a pas toujours été possible. Il est arrivé que le 

squelette s’échappe au cours de l’expérience. La mesure a quelquefois été rendue impossible 

parce que la tension du squelette devenait importante pendant la remontée à 150 mOsm/kg. 

Ceci avait pour conséquence une variation relative de surface très faible (∼ 1 ou 2 %), et donc 

une incertitude sur la mesure importante. La portion de squelette collée à la bille augmente 

lors de la descente à 25 mOsm/kg, ce qui réduit l’aire du squelette entre les trois billes et donc 

augmente la tension lors de la remonté à 150 mOsm/kg. 

Nous constatons que le passage de 150 à 25 mOsm/kg entraîne une diminution du 

module d’extension de l’ordre de 50 %. Le module d’extension revient à environ 80 % de sa 

valeur initiale. Cette différence s’explique par la désagrégation du squelette qui a lieu au cours 

du temps, après son extraction (cf. partie suivante de ce chapitre). 
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3. Comportement au cours du temps 

Nous nous intéressons dans cette partie au comportement élastique du squelette au 

cours du temps, après la dissolution de la bicouche lipidique. 

3.1 Principe 

Après la première série de mesures, le squelette est maintenu sous tension par les 

pinces optiques et une deuxième série de mesures est réalisée 15 min après la première. Dans 

un certain nombre de cas, nous avons réalisé une troisième série de mesures 15 min après la 

deuxième. Ces mesures ont été réalisées en milieu hypotonique à 25 mOsm/kg et en milieu 

isotonique. 

3.2 Résultats et discussion 

Les mesures obtenues aussi bien en milieu hypotonique qu'en milieu isotonique sont 

similaires à celle obtenues pendant la première série de mesures : nous observons une 

dépendance linéaire entre la contrainte et la déformation pour l’extension et pour le 

cisaillement pur. 

Mesure en milieu hypotonique, 15 min après la première série de mesures 

En milieu hypotonique (25 mOsm/kg), l’histogramme des modules d’extension porte 

sur 56 mesures, celui du cisaillement sur 38. Ils comportent tous les deux deux maxima et 

nous lissons les données par une somme de deux gaussiennes. Nous obtenons pour un seul 

feuillet : KC = 5.8 ± 2.2 µN/m et µC = 2.0 ± 0.8 µN/m. Le rapport des modules est 

KC/µC = 1.7 ± 1.0 sur 33 déformations. Lors du premier cycle de déformations, nous avions 

mesuré KC = 4.8 ± 2.7 µN/m, µC = 2.4 ± 0.7 µN/m et KC/µC = 1.9 ± 1.0 (cf. Chapitre 4). Ceci 



montre que les modifications survenues dans les 15 min après la première série de mesures ne 

sont pas significatives. 
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Mesures en milieu isotonique, 15 min après la première série de mesures 

La figure 5.11 présente les histogrammes des mesures obtenues en milieu isotonique. 

Lors de la deuxième série de mesures, 35 déformations ont donné un module d'extension et 20 

un module de cisaillement. Nous avons mesuré un module d'extension de 16.2 ± 5.6 µN/m et 

un module de cisaillement de 4.1 ± 1.5 µN/m. Le rapport KC/µC est de 3.7 ± 1.8, mesuré sur 

18 déformations. 

Nous avions mesuré en milieu hypotonique, lors de la première série de mesures, 

KC = 10.7 ± 5.3 µN/m, µC = 3.4 ± 1.5 µN/m et KC/µC = 3.0 ± 1.3 (cf. Chapitre 5, § 1). Les 

propriétés élastiques sont modifiées dans les 15 min qui suivent la première série de mesures. 

Nous observons en effet un accroissement en moyenne de 44 % pour le module d'extension et 

de 38 % pour le module de cisaillement. Il est fort probable que les filaments de spectrine 

créent des liaisons entre eux. Ce phénomène est dû à la forte osmolarité, qui écrante les 

répulsions électrostatiques entre filaments et favorise ainsi leur adhésion. Le squelette doit 

progressivement former une structure tridimensionnelle moins souple. Cette hypothèse est 

étayée par l'augmentation du rapport KC/µC : sa valeur s'éloigne de 2, la structure du squelette 

n'est probablement plus bidimensionnelle triangulaire. 
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4.1 Principe 

Le principe des mesures est celui décrit au chapitre 4. Le seul changement est que la 

solution tampon hypotonique contient en plus 1 mM d'ATP. La faible concentration en ATP 

ne modifie pas l'osmolarité de la solution tampon de manière significative. 

4.2 Résultats et discussion 

Nous avons réalisé ce type de mesures sur seulement quatre squelettes. Le faible 

nombre de mesures fait qu'il n'est pas possible d'en déduire des valeurs précises pour les 

modules élastiques. Nous avons toutefois noté certaines modifications par rapport aux 

mesures sans ATP : 

i) Après la dissolution de la bicouche lipidique, le squelette est sous tension, alors que 

ce n'était pas le cas dans la même solution tampon sans ATP. Nous devons alors réduire la 

tension en rapprochant les pièges les uns des autres avant de déformer le squelette. 

ii) La stabilité du squelette au cours du temps semble être augmentée. Un squelette a 

été ainsi manipulé pendant près de deux heures, en effectuant une série de mesures toutes les 

15 min. La table 6.2 présente la valeur moyenne du module d'extension mesuré en fonction du 

temps. Nous avons ainsi mesuré KC pendant deux heures, sans changement notable, alors que 

dans les mêmes conditions, sans ATP, les modules élastiques décroissent progressivement et 

le squelette est dénaturé au bout de 30 à 45 min (cf. § 3.3 de ce chapitre). 
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Durée à partir de l’extraction 
(min) 

Module d'extension moyen 
(µN/m) 

15 16.2 ± 4.0 (6) 
30 20.1 ± 2.1 (6) 
45 18.2 ± 1.4 (6) 
63 13.4 ± 1.0 (4) 
78 17.3 ± 1.6 (4) 
95 15.8 ±  0.7 (4) 
114 14.0 ± 1.0 (6) 

 

Table 6.2 : Mesures effectuées sur un squelette en milieu hypotonique (25 mOsm/kg) avec 1 

mM d'ATP. Le nombre de mesures de KC sur lesquelles est effectué la moyenne est donné 

entre parenthèse. L’origine du temps est pris à la dissolution de la bicouche. 

Sur les quatre squelettes manipulés, nous avons obtenu 9 mesures de KC. La valeur 

moyenne des modules d'extension obtenus sur ces 9 déformations est KC = 12.5 ± 6.2 µN/m. 

Le faible nombre de valeurs ne permet pas de connaître le nombre de feuillets déformés. Sans 

ATP, la valeur moyenne du module d'extension est de 9.0 ± 3.6. En l’absence de mesures 

complémentaires, nous ne pouvons conclure sur la signification de cette différence apparente. 

Il semble donc que l'ATP ait deux effets sur le squelette. Le premier est d'augmenter la 

tension initiale. Ceci est sûrement dû à l'augmentation des fluctuations de la spectrine liée à la 

présence d'ATP. Cette augmentation ne peut pas s'expliquer par la faible augmentation de 

l'osmolarité due à l'ATP. Il a déjà été observé que l'ATP augmente les fluctuations de la 

membrane du globule rouge [Levin et Korenstein, 1991], et même du squelette [Tuvia et al., 

1998]. Nos mesures vont dans le même sens. 

Le deuxième effet de l'ATP est de stabiliser le squelette après la dissolution de la 

bicouche lipidique, et de retarder (d’éviter ?) la désagrégation de celui-ci. Il est difficile à 

l’heure actuelle de savoir de quelle manière et sur quelles protéines intervient l'ATP. 
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Conclusion 

Ce chapitre souligne l’importance de certains facteurs sur l’élasticité du squelette du 

globule rouge. La force ionique intervient directement sur la raideur des filaments de 

spectrine. Nous avons ainsi donné la dépendance quantitative des modules élastiques en 

fonction de la force ionique. En milieu tampon hypotonique, le squelette devient de plus en 

plus souple, puis se dénature au bout de 30 à 45 minutes après son extraction. L’ATP semble 

intervenir dans ce processus puisque sa présence limite cette désagrégation. En milieu 

isotonique, il est très probable que les filaments de spectrine adhérent les uns aux autres, à 

cause de l’écrantage des répulsions électrostatiques entre filaments. 
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Conclusion 

L’utilisation simultanée de plusieurs pinces optiques a permis une étude rigoureuse de 

l’élasticité de la membrane du globule rouge humain et de son squelette. Les forces 

appliquées ainsi que les conditions expérimentales – notamment la force ionique – sont 

parfaitement contrôlées. 

Appliquée à la membrane du globule rouge, la technique des pinces optiques s’est 

révélée un atout majeur puisqu’elle permet la mesure du module de cisaillement µ aux petites 

déformations. L’extraction de ce module élastique ne s’appuie que sur la loi de Hooke. La 

valeur mesurée est µ = 2.5 ± 0.4 µN/m. Cette valeur est du même ordre de grandeur que celles 

obtenues par micropipette (4 < µ < 10 µ N/m), mais inférieure. Nous expliquons cette 

différence par trois hypothèses : i) les deux techniques n’opèrent pas dans le même régime 

élastique, ii) la structure de la membrane est modifiée lors de l’aspiration dans la micropipette 

à cause du glissement du squelette de la bicouche lipidique, et iii) chaque technique peut 

sélectionner une population de globules différentes, suivant leur affinité au verre. 

L’utilisation simultanée de trois pinces optiques a permis la première mesure des 

modules élastiques du squelette du globule rouge, après la dissolution de la bicouche 

lipidique. Nous avons mesuré KC = 4.8 ± 2.7 µN/m, µC = 2.4 ± 0.7 µN/m et KC/µC = 1.9 ± 1.0 

dans un milieu hypotonique à 25 mOsm/kg. Ces mesures sont en bon accord avec des 

modèles théoriques et numériques de réseaux de ressorts. Nous avons pu également 

caractériser la dépendance de l’élasticité en fonction de la salinité du milieu environnant. 
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Un des résultats importants de ce travail est la détermination de la longueur de 

persistance de la spectrine in situ. À partir du comportement élastique macroscopique du 

squelette, nous avons déterminé la raideur d’un filament de spectrine (k = 3.5 µN/m à 5 

mOsm/kg) ainsi que sa longueur de persistance (ξ = 5 nm à 25 mOsm/kg). Ceci constitue la 

première mesure de la longueur de persistance d’un filament de spectrine inclus dans un 

réseau. 

La valeur mesurée de la longueur de persistance explique notamment pourquoi le 

squelette du globule rouge humain est à base de spectrine et non pas d’actine, comme c’est 

généralement le cas pour les autres cellules. En effet, la longueur de persistance de l’actine est 

de l’ordre du micron. La raideur d’un filament d’actine est donc beaucoup plus importante 

que celle d’un filament de spectrine. Un squelette à base d’actine ne pourrait pas se déformer 

comme le fait celui du globule rouge humain. 
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Perspectives 

Module de cisaillement de la membrane 

Le module de cisaillement µ de la membrane mesuré par pinces optiques est plus 

faible que les modules obtenus par aspiration par micropipette (cf. Chapitre 3, § 3.3). Une 

hypothèse expliquant cette différence est que les déformations ne se font pas dans le même 

régime élastique. L’aspiration par micropipette génère de grandes déformations, et le modèle 

utilisé nécessite d’introduire une énergie hyper-élastique de déformation de la membrane. La 

valeur de µ dépend de la forme de l’énergie introduite dans le modèle. Nos mesures sur des 

globules rouges discoïdes (cf. Chapitre 3, § 3.2) présentent une partie en régime de faibles 

déformations – pour une force appliquée inférieure à 15 pN – et une partie en régime de 

grandes déformations – au-delà de 15 pN. Il serait intéressant de voir quelle valeur de µ est 

mesurée en utilisant les différents modèles hyper-élastiques. 

Modules élastiques du squelette 

La méthode utilisée pour extraire les modules élastiques du squelette ne prend en 

compte que la partie du squelette située entre les trois billes. Une méthode beaucoup plus 

précise consisterait à considérer la déformation réelle du squelette. Ceci est possible en 

marquant le squelette avec une sonde fluorescente (comme nous avons fait dans le Chapitre 4, 

§ 3). L’analyse de ces mesures ne semble possible qu’à l’aide de simulation numérique. La 

figure P.1 présente un cycle de déformations sur un squelette marqué (par la rhodamine 

phalloidine) et déformé. Le marquage fluorescent permet de prendre en compte la 

déformation réelle, ce qui donnerait des valeurs de modules élastiques plus précises. Pourquoi 
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ne pas envisager également de déduire la contrainte locale de l’intensité du signal fluorescent 

(comme le fait Discher et al. [1996] sur les expériences d’aspiration par micropipette) ? 

 

 

 

 

Figure P.1 : Cycle de déformations d’un squelette dont 

l’actine est marquée. Ces images sont obtenues par la 

superposition de l’image en fluorescence et de celle en 

microscopie à fond clair. Chaque image est réalisée après le 

déplacement des pièges de 100 nm dans les deux directions. 
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Réponse dynamique du squelette  

Nous avons effectué une étude très préliminaire de la réponse dynamique du squelette. 

Protocole expérimental 

Un globule rouge est piégé par trois billes, la membrane est dissoute, puis l’osmolarité 

du milieu environnant est amenée à 150 mOsm/kg par 10 min d’injection d’une solution 

tampon. La position des pièges dans la direction Ox (cf. Figure P.2) est ensuite modulée par 

un signal sinusoïdal de faible amplitude (A0 ∼  0.5 µm) et de fréquence variable par un 

générateur de fonction. Deux des trois pièges oscillent, le troisième restant fixe. Le faisceau 

laser réfléchi par la bille du piège fixe est envoyé sur une photodiode à quadrants (cf. Chapitre 

2, § 4), et le signal de la position de la bille est traité par une détection synchrone (cf., 

Chapitre 2, Figure 2.10). Nous faisons varier la fréquence d’excitation de 0.5 à 60 Hz, et la 

détection synchrone mesure le déphasage du mouvement de la bille par rapport au signal 

d’excitation. 

Figure P.2 : Deux des 

pièges sont soumis à un 

signal sinusoïdal de faible 

amplitude. Une détection 

synchrone mesure le 

déphasage de la bille 

dans le piège fixe par 

rapport au signal 

d’excitation. piège fixe 
piège oscillant 

piège oscillant 

squelette 

bille 3 

axe Ox 

bille 1 bille 2 
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Modèlisation du squelette 

Le squelette est considéré comme un solide de Kelvin-Voigt (cf. Figure P.3), c’est-à-

dire composé de l’association en parallèle d’un ressort de raideur Esq et d’un amortisseur de 

coefficient de viscosité ηsq. Nous faisons l’hypothèse que la déformation du squelette se fait 

principalement dans la direction Ox. La troisième bille n’est pas prise en compte par notre 

modèle. 

Figure P.3 : Le squelette est modélisé par un solide de Kelvin-Voigt, c’est-à-dire par une 

association en parallèle d’un ressort de raideur Esq et d’un amortisseur de coefficient de 

viscosité ηηηηsq. 

Dans une association en parallèle, la contrainte imposée à l’ensemble est la somme des 

contraintes imposées à chaque branche ; la déformation est identique dans chaque branche et 

égale à la déformation subie par l’ensemble. 

Expressions des forces exercées sur chacune des branches 

La contrainte τ1 dans le ressort est donnée par : 

ε=τ sq1 E , 

piège fixe 

kpo kpo 

Esq 

squelette 
pince mobile 

x 
0 

bille 1 bille 2 

x1 x2 

l1 l2 l1 
q1 q2 xA 

A ηsq 



 — 169 — 

où ε est la déformation. La force appliquée sur la branche est : uEF sq1
!!

= , où u! est le 

déplacement. 

La contrainte τ2 dans l’amortisseur est : 

tsq2 ∂
ε∂η=τ , 

La norme F2 de la force exercée sur l’amortisseur de viscosité ηsq est donnée par : 

td
udF sq2 η= . Dans notre cas, ηsq a comme unités des Pascal mètre seconde ; nous 

l’assimilons donc à une viscosité bidimensionnelle. 

En négligeant les termes inertiels, les petits mouvements au voisinage des positions 

d’équilibre x1 = l1 et x2 = l2 sont décrits par : 

( ) ( ) ( )

( )( ) ( ) ( ) 0
td

lxxdlxxE
td

xd)t(cosXllxk

0
td

lxxd
lxxE

td
xdlxk

212
qs212qs

2
S0122op

212
qs212qs

1
S11op

=−−η−−−−ζ−ω++−−

=
−−

η+−−+ζ−−−
 

où kpo est la raideur de la pince optique, R6S πη=ζ , X0 l’amplitude de déplacement du piège 

et ω la pulsation du signal d’excitation.En faisant intervenir les écarts q1 = x1 – l1 et 

q2 = x2 – l1 – l2 par rapport à la position d’équilibre, il vient : 

( )
)t(cosXk

td
qdqEq)Ek(

td
qd

0
td

qdqEq)Ek(
td

qd

0op
1

qs1qs2qsop
2

S

2
qs2qs1qsop

1
qsS

ω=η−−++ζ

=η−−++η+ζ
 

Les solutions stationnaires de ce système d’équation sont calculées par le logiciel 

Mathématica : 
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  et  

 

Nous cherchons les solutions stationnaires à la même fréquence que le signal d’excitation : 

q1 = q1,0 cos[ωt - ϕ] et q2 = q2,0 cos[ωt - β]. Le déphasage ϕ est : 

( )( )( )











η+ζηω+ζω−+
η+ζζω−η−ζ+ζω

=ϕ
)(k2)k(EkE2

2kkE2E2
arctan
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222

opqsop
2

qs

qsSS
22

opqsSopqsS
2

qs

S
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La figure 6.7 présente un graphe type pris à Esq = 1 µN/m et ηsq = 0.01 µN.s/m. La raideur des 

pièges est calculée pour P = 150 mW. 

 

Figure P.4 : Valeur calculée du 

déphasage en fonction de la 

fréquence, pour Esq = 1 µN/m. 

Deux valeurs de ηηηηsq sont 

représentées : ηηηηsq = 0 µN.s/m et 

ηηηηsq = 0.01 µN.s/m. 
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Esq = 1 µN/m 
ηηηηsq = 0 µN/m 

Esq = 1 µN/m 
ηηηηsq = 0.01 µN/m 



 

Résultats et Discussion 

Lorsque nous lissons les mesures expérimentales par le modèle de solide de Kelvin-

Voigt, nous mesurons une raideur dynamique Esq de 0.9 µN/m et une viscosité 

bidimensionnelle ηsq de 0.03 Pa.s.µm (cf. Figure P.5). Ceci correspond à un temps 

caractéristique de relaxation 
sq

sq

E
η

=τ  égale à 0.03 s. 

Figure P.5 : Lissage des données expérimen

Le temps de relaxation ainsi mesuré

dans une pince, par dissipation visqueuse, e

π=τ
k

6

Or, notre modèle ne prend pas en compte

mesurons essentiellement la dissipation par

liquide. 

 

Esq = 0.9 µN/m 

ηsq = 0.03 Pa.s.µm

R = 0.999 
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tales par le modèle de Kelvin-Voigt. 

 est de l’ordre de quelques ms. Celui d’une bille 

st du même ordre de grandeur : 

≈η

po

R 10 ms. 

 la troisième bille. Il est fort probable que nous 

 frottement visqueux de la troisième bille dans le 
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Relation entre Esq et KC, µC 

La valeur de Esq mesurée est du même ordre de grandeur que KC et µC. Elle est 

toutefois inférieure. La contrainte appliquée σ est de l’ordre de F/R, R étant le diamètre des 

billes, soit le micron. Le module KC est défini par : 

0
C S

SK ∆=σ . 

Le module Esq est déterminé par : F = Esq ∆L, ∆L étant l’amplitude des oscillations. 

La variation relative de surface
0S
S∆  se comporte comme : 

0L
L∆ , ∆L étant l’amplitude des 

oscillations (∆L ∼  1 µm), L0 la distance entre les deux billes (L0 ∼  10 µm). Il vient donc : 

0
Csq L

RKE ≈ . 

Il apparaît donc que Esq est plus petit que KC. La valeur de KC est de l’ordre de 10 µN/m (cf. 

Chapitre 5, § 1.2), ce qui signifie que Esq doit être de l’ordre de 1 µN/m. Ceci est en accord 

avec notre mesure. 

Conclusion 

Ces expériences préliminaires n’ont pas permis de mettre en évidence le 

comportement viscoélastique du squelette du globule rouge humain. Le comportement du 

système squelette et billes est dominé par la dissipation visqueuse des billes. Pour pouvoir 

étudier le comportement du squelette en dynamique, il faut un modèle qui prenne en compte 

la géométrie du squelette et la déformation réelle de celui-ci. 
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[Lenormand et al., 2001] 
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Elasticity of the human red blood cell skeleton  
– an optical tweezers study – 

 

The red blood cell (RBC) is able to undergo great shear deformations, mainly when it 

passes through capillaries with a diameter smaller than its own. This resistance to shear 

deformations is attributed to its membrane. This membrane is made of a flexible 

bidimensional protein network which reinforces the inner face of the lipid bilayer. This 

skeleton is mainly composed of long spectrin filaments (~200 nm) linked together and to the 

bilayer by junction complexes. 

In the first part of this work, we measured the shear modulus µ of the intact membrane 

(lipid bilayer and skeleton) using optical tweezers micromanipulations. Two silica beads 

bound to the membrane are trapped and used to apply calibrated forces to the membrane. The 

shear modulus is inferred from the measured deformations and the applied stresses. We found 

µ = 2.5 ± 0.4 µN/m, a value comparable but smaller than the ones obtained by other methods. 

In a second part, the area expansion KC and the shear moduli µC of the free spectrin 

skeleton – freshly extracted from the membrane – are measured. A RBC is trapped by three 

silica beads bound to its membrane and the lipid bilayer is dissolved by injection of a 

detergent. The skeleton remains attached to the beads and is deformed by applying calibrated 

forces to the beads. The elastic moduli of the two-dimensional spectrin network are inferred 

from the deformations and the applied stresses. Ones found KC = 4.8 ± 2.7 µN/m and 

µC = 2.4 ± 0.7 µN/m for a 25 mOsm/kg buffer. From this measurements, we can infer the 

spectrin persistence length, here ξ = 5 nm. The measured values are consistent with estimates 

deduced from experiments carried out on the intact membrane, and agree with theoretical and 

numerical predictions concerning two-dimensional networks of entropic springs. The 

influence of the ionic strength and the aging of the skeleton after its extraction are studied in 

the last part. 

 

Key words: red blood cell – optical tweezers – micromanipulation – spectrin network – 

cytoskeleton – bidimensional elasticity – shear modulus – area expansion modulus 
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Élasticité du squelette du globule rouge humain 
– une étude par pinces optiques – 

 

Résumé : Le globule rouge a une grande faculté à se déformer, notamment lorsqu’il traverse 

des capillaires dont le diamètre peut être inférieur au sien. Cette résistance au cisaillement est 

attribuée à sa membrane particulière. Celle-ci est constituée d’une bicouche lipidique sur 

laquelle est fixé un réseau bidimensionnelle de protéines : le squelette. Ce squelette est 

principalement constitué de longs filaments de spectrine (~200 nm) reliés entre eux et à la 

bicouche lipidique par des complexes de jonction. 

Dans la première partie de ce travail, nous avons mesuré le module de cisaillement µ 

de la membrane (bicouche lipidique + squelette) à l’aide de deux pinces optiques. Deux billes 

de silice attachées à la membrane sont utilisées pour lui appliquer des forces connues. Le 

module de cisaillement est déduit de la déformation mesurée en fonction de la contrainte 

appliquée. Nous avons trouvé µ = 2.5 ± 0.4 µN/m, valeur du même ordre de grandeur, mais 

inférieure, à celles obtenues par d’autres techniques. 

Dans une seconde partie, nous mesurons les modules d’extension KC et de cisaillement 

µC du squelette seul. Un globule rouge avec trois billes un piégé, et une solution de détergent 

est injectée afin de dissoudre la bicouche lipidique. Le squelette reste attaché aux billes et il 

est ensuite déformé en déplaçant les billes les unes par rapport aux autres. Les modules 

élastiques sont déduits de la mesure des contraintes et des déformations. Nous trouvons 

KC = 4.8 ± 2.7 µN/m et µC = 2.4 ± 0.7 µN/m dans une solution d’osmolarité égale à 

25 mOsm/kg. De ces mesures, nous pouvons  déduire la longueur de persistance de la 

spectrine, ici ξ = 5 nm. Ces valeurs sont en bon accord avec des prédictions théoriques et 

numériques réalisées sur des réseaux bidimensionnels de ressorts. L’influence de la force 

ionique et du vieillissement du squelette après l’extraction sont étudiés dans la dernière partie. 

 

Mots clés : globule rouge humain – pinces optiques– micromanipulation – réseau de spectrine 

– cytosquelette – élasticité bidimensionnelle – module de cisaillement – module d’extension 
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