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基于强度传输方程和微分干涉相差显微镜的
定量相位成像及其在乳腺癌诊断中的应用
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摘要　结合光的强度传输方程和微分干涉相差(DIC)显微镜设计了一套定量相位显微成像系统,用以同时揭示癌

变过程组织微结构的三维改变以及由此导致的光散射特性的变化.采集２５７例乳腺浸润性导管癌未染色石蜡包

埋组织切片的DIC图像,由强度传输方程获得其二维分布相位图,并由散射相定理进一步导出空间分辨的光散射

特性图.结果表明:乳腺浸润性导管癌的分级与组织的约化散射系数、各向异性因子高度相关;随着癌症分级的提

高,乳腺浸润性导管癌组织的约化散射系数显著增大,各向异性因子显著减小.利用所得的光散射特性参数预测

乳腺浸润性导管癌的癌症分级,准确率可达８８％.DIC显微镜自身具有的无标记、高图像衬度等特点使得该实验

方法也可以用于新鲜组织或冰冻组织切片,并可用于实时、快速的病理诊断.
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Abstract　AquantitativephaseimagingsystemcapableofrevealingthreeＧdimensionalchangesofmicrostructureand
lightscatteringpropertiesofcancertissuesisdevelopedbasedonthetransportＧofＧintensityequationusingthe
differentialinterferencecontrast DIC microscope敭TheDICimagesofunstainedparaffinembeddedtissuesections
of２５７patientswithinvasiveductalcarcinomaareacquiredwiththequantitativephaseimagingsystem敭The
correspondingtwoＧdimensionalphasemapsareobtainedwiththecalculationofthetransportＧofＧintensityequation敭
ThespatiallyresolvedopticalpropertiesofthetissuesarecomputedfromthetwoＧdimensionalphasemapsusingthe
scatteringＧphasetheoremafterwards敭Theresultsshowthatthegradeofinvasiveductalcarcinomahasstrong
correlationwithreducedscatteringcoefficientsandanisotropyoftissues敭Whenthegradeofinvasiveductal
carcinomaincreases thereducedscatteringcoefficientofinvasiveductalcarcinomatissuesincreasessignificantly 
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whiletheanisotropydecreasessignificantly敭Theretrievedopticalparametersareshowntodistinguishinvasive
ductalcarcinomawithdifferentgradeswithahighaccuracyof８８％敭OwingtothelabelＧfreeandhighＧcontrast
characteristicsofDICmicroscope theproposedapproachisalsoapplicableforfreshorfrozentissues andmayhave
promisingapplicationsinrealＧtimeandrapidcancerdiagnosis敭
Keywords　medicaloptics quantitativephaseimaging transportＧofＧintensityequation differentialinterference
contrastmicroscope scatteringphasetheorem opticalpathology
OCIScodes　１７０敭４７３０ １００敭５０７０ １１０敭０１８０ １７０敭６９３０

１　引　　言

第三次全国死因回顾抽样调查结果表明,中国城

乡居民癌症死亡率在过去３０年增长了八成以上[１].
癌症已成为中国城市居民的首要死因,农村居民的第

二位死因.病理诊断是目前癌症诊断的“金标准”,但
是,传统的病理诊断不但耗时,无法实现实时诊断,而
且还存在一定的主观判断失误,难以对肿瘤的侵袭性

强弱进行有效区分.因此,对定量化、无标记、实时且

客观的新型病理诊断方法的研究一直备受关注.
癌化伴随着组织微环境的变化[２].微环境的改

变会影响组织光折射率的空间分布,并由此导致其

光散射特性的变化.光的散射对组织的微结构和组

成高度敏感,已被成功用于检测和评估其他手段未

能发现的病变早期组织在亚波长尺度的形态及生化

特性的改变[３Ｇ６].Wu等[７]、Xu等[８]发现由醋酸白

引起的人体上皮细胞亚微米量级的变化可成功地用

弹性光散射光谱进行识别和量化.２０１１年,Uttam
等[９]发现细胞核的光折射率与癌变过程相关.同

年,Wang等[１０]发现组织折射率的改变可用于表征

前列腺癌和乳腺微钙化.２０１５年,Sridharan等[１１]

发现前列腺癌复发患者的各向异性因子比未复发患

者的显著减小.需要指出的是,组织的光散射特性

与其定量化的相位图之间存在本质的内在关联,具
有空间分辨的光散射特性图可由散射相定理从其定

量相位图中直接导出[１２Ｇ１３].
定量相位显微成像是研究生物组织等透明弱吸

收物体内部微结构变化的一种有效方法.基于强度

传输方程(TIE)的相位恢复方法、基于光的干涉原

理的干涉显微和数字全息显微,以及基于迭代算法

的 GerchbergＧSaxton (GS)法 和 Ptychographic
IterativeEngine(PIE)法等是目前定量相位成像中

最常用的方法.与后两类方法相比,基于强度传输

方程的相位恢复方法无需依赖高度相干光源和复杂

的干涉实验装置,亦无需进行大量迭代与复杂运算,
因此得到了广泛研究.２０１０年,Kou等[１４]发现基

于强度传输方程的定量相位恢复方法也适用于微分

干涉相差(DIC)显微镜.与明场显微等其他手段相

比,DIC显微镜具有更好的空间光学分层能力[１５],
结合DIC显微镜的强度传输方程定量相位成像能

获得更好的空间分辨率,国内学者也相继针对其开

展了大量研究[１６Ｇ１８].上述工作大多集中于强度传输

方程的求解方法、相位重构条件、方程求解误差分析

与补偿等方面,对于基于强度传输方程的定量相位

显微成像技术在癌症诊断中的应用研究则较少.
本文结合光的强度传输方程和DIC显微镜设计

了定量相位显微成像系统,以揭示癌变过程中组织形

态和光散射特性的改变,并将其应用于乳腺浸润性导

管癌的分级诊断.与文献[１０Ｇ１１]采用的复杂的光学

结构不同,该系统直接建立在商品化的DIC显微镜

上,无需显微镜光路的改造和复杂的迭代算法,而且

充分利用了DIC显微镜自身的成像优势.

２　基本原理

２．１　强度传输方程

１９８３年,Teague[１９]利用亥姆霍兹方程在傍轴

近似条件下首次推导出了光的强度传输方程,用以

描述沿光轴方向光强的变化与垂直于光轴平面光场

相位之间的定量关系:

－k
∂I(r⊥)
∂z ＝Ñ⊥[I(r⊥)Ñ⊥φ(r⊥)], (１)

式中k为波数,I(r⊥)和∂I(r⊥)/∂z分别为焦点平面

的光强分布及光强沿光轴方向的变化梯度,φ(r⊥)为
焦点平面的相位分布,r⊥ 和z 分别为横向和轴向坐

标,Ñ⊥为仅作用于r⊥平面的二维梯度算子.
(１)式中焦点平面的光强分布I(r⊥)及光强的

轴向微分∂I(r⊥)/∂z可由实验测得.对于∂I(r⊥)/

∂z,最简单的情况仅需沿光轴方向采集两幅DIC图

像,通过数值差分估算就可以得到[２０]:

∂I(r⊥)
∂z ≈

I(r⊥,Δz)－I(r⊥,０)
Δz

, (２)

式中I(r⊥,０)和I(r⊥,Δz)分别为焦点及失焦条件

下的 DIC图像,Δz 为两幅图像之间的失焦距离.

Δz的取值决定了光强轴向微分∂I(r⊥)/∂z 的计算

精度,其下限由光强的测量噪声决定,上限由图像的
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最高空间频率fmax决定[２１]:

２Δz≤
２．４５
πλf２

max
, (３)

式中λ为光波波长.

２００１年,Allen等[２２]给出了强度传输方程的快

速傅里叶变换求解方法.该方法首先引入辅助函数

Ψ(r⊥),令
Ñ⊥Ψ(r⊥)＝I(r⊥)Ñ⊥φ(r⊥), (４)

将强度传输方程转换成泊松方程的形式:

－k
∂I(r⊥)
∂z ＝Ñ２⊥Ψ(r⊥); (５)

随后,对(５)式左右两边作快速傅里叶变换得到

Ψ(r⊥),即

Ψ(r⊥)＝F－１q－２
⊥ Fk

∂I(r⊥)
∂z

é

ë
êê

ù

û
úú , (６)

式中F－１和F分别为傅里叶逆变换和正变换,q２⊥＝

q２x＋q２y＝∂２/∂x２＋∂２/∂y２(x、y 分别为r⊥ 平面的

二维直角坐标,qx、qy 分别为在傅里叶空间对x、y
的共轭变换).将(６)式代入(４)式,再经过一次傅里

叶变换,最终可获得焦点平面相位φ(r⊥)的二维

分布:

φ(r⊥)＝－F－１q－２
⊥ F{Ñ⊥[I－１(r⊥)Ñ⊥ψ(r⊥)]}.

(７)

　　尽管快速傅里叶变换是强度传输方程的一种近

似求解方法,但在样品相位连续分布的情况下已能

满足大部分应用场合的需求,并且避免了复杂耗时

的算法迭代.

２．２　散射相定理

表征生物组织等块状混浊介质光散射特性的参

数散射系数μs、约化散射系数μ′s和各向异性因子g
可通过散射相定理从空间分辨的相位图φ(r⊥)中获

得[１２]:

μsL＝２‹１－cosΔφ›, (８)

μ′sL＝
１
２k２
‹Ñφ ２›, (９)

g＝１－
‹Ñφ ２›

４k２‹１－cosΔφ›
, (１０)

式中L 为样品厚度,Δφ＝φ－‹φ›,‹›表示空间平

均,Ñφ ２＝(∂φ/∂x)２＋(∂φ/∂y)２ 为平方相位梯

度.散射相定理不仅适用于均匀介质,而且适用于

非均匀介质.对于组织切片等非均匀介质,空间分

辨的散射系数μs、约化散射系数μ′s和各向异性因子

g 可通过对空间局部区域取平均来获得.

３　实验结果与讨论

整个定量相位成像系统建立在一台商品化的DIC
显微镜(A１型,Zeiss公司)上,采用三维电动平台

(ProScanIII型,Prior公司)控制样品扫描和自动聚焦.
显微镜光源采用卤素灯,照明采用科勒结构,并通过窄

带干涉滤色片选择入射光波长为(５５０±５)nm.显微物

镜采用放大倍数为４０的长工作距离物镜,数值孔径为

０．６;聚焦镜的数值孔径取０．２.采用CCD相机(MarkII
型,Cannon公司)记录 DIC图像,每幅图像大小取

２５００pixel×２５００pixel,放大倍数为４０的物镜下对应像

素大小为０．０６４μm.实验中离焦距离Δz取１μm.利

用MicroＧmanager平台控制、执行整个数据采集过程,
包括样品扫描、自动聚焦、DIC图像记录与保存;利用

MATLAB软件完成数据分析.

图１ 单层聚苯乙烯球(直径１０μm)悬浮液的相位图

Fig敭１ Phasemapofmonolayerpolystyrenesphere

 diameterof１０μm suspension

首先利用直径为１０μm 的标准聚苯乙烯球对

成像系统进行校准与参数优化.将质量分数为５％
的聚苯乙烯球原液与水按１∶２０的体积比进行稀释,
充分分散后用移液枪取少量滴于载玻片上,盖上盖

玻片,轻压,使溶液均匀扩散形成单层聚苯乙烯球悬

浊液(厚度约为１０μm),最后用透明速干胶密封盖

玻片四周.采集单层聚苯乙烯球悬浊液在焦点和失

焦条件下的DIC图像,利用快速傅里叶变换求解强

度传输方程,得到焦点平面的二维相位分布图,结果

如图１所示.图中左下角箭头所指白色虚线区域即

为某个聚苯乙烯球在相位图中的位置,小球周围的

光晕为球的衍射所致.利用散射相定理,对图中每

个聚苯乙烯球所在区域分别计算散射系数μs、约化

散射系数μ′s和各向异性因子g,并取平均.表１所

示为相应的实验值与理论值的对比结果,理论值

μs＝Qs/D,μ′s＝μs(１－g),其中Qs 和D 分别为聚

苯乙烯球的散射效率和直径,Qs 和g 可由 Mie散
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射理论计算得到[２３Ｇ２４].由表１可知,实验值与理论

值基本一致.实验结果表明,在 DIC显微镜平台

下,根据强度传输方程可快速重构样品的二维相位

分布,并准确测量其光散射特性参数.
表１　聚苯乙烯球(直径１０μm)散射特性

参数的实验值与理论值

Table１　Experimentalandtheoreticalvaluesofscattering
parametersofpolystyrenesphere(diameterof１０μm)

Parameter
Experimental
value

Theoretical
value

Relative
error/％

μs/μm－１ ０．２２１１ ０．２２９７ ３．７
μ′s/μm－１ ０．０２０４ ０．０２１０ ２．９

g ０．９０７７ ０．９０８６ ０．１

　　在此基础上采集乳腺癌组织的DIC数据.选择实

验样品为石蜡包埋的乳腺浸润性导管癌组织微阵列,
未选择新鲜或冰冻组织切片的原因在于样品的保存及

短时间内收集一定数量的病例存在困难.组织微阵列

购自美国Biomax公司,共包含癌症分级为１~３级的

病例２５７例(１级８７例,２级９８例,３级７２例),且每个

病例都带有性别、年龄、癌症分级、分期、TNM(T为原

发灶,N为淋巴结,M为远处转移)、免疫组化(雌激素

受体(ER)、孕激素受体(PR)、人类表皮生长因子受体

(HER))等临床数据.每张组织微阵列切片的厚度为

５μm,每组样品包含从同一组织蜡块上切下的３张相

邻切片.其中,１张经苏木精Ｇ伊红(HE)染色后作为参

照,由经验丰富的病理医生诊断,并根据诊断结果(癌
症分级、分期)标记对应的特征癌化区域;其余２张未

染色,直接用于定量相位显微成像及随后的组织光散

射特性分析.残留于切片中的石蜡会对实验结果造成

一定影响,但是脱蜡过程极易造成组织微观结构的改

变,甚至坍塌,由此引入的实验误差可能更大,因此实

验中未对组织微阵列切片进行脱蜡处理.
根据病理医生标记的特征癌化区域,在低倍物镜

下找到对应的位置,再在放大倍数为４０的物镜下采集

数据.由于组织切片的差异,数据采集的位置与病理

医生标记的结果较难完全一致,因此特征癌化区域应

尽量选择癌细胞多且分布较为集中的位置,这样实验

中即使出现一定的位置偏移也能保证采集到的始终是

癌细胞区域.图２所示为乳腺浸润性导管癌组织的成

像结果.图２(a)和图２(b)中从左往右各列分别对应于

样品的染色图像、散射系数图、约化散射系数图和各向

异性因子图.由染色图像可知,对于分级为１级的乳

腺癌组织,细胞大小、形状仍较规则,细胞边界较清晰;
而对于分级为３级的乳腺癌组织,细胞大小、形状变得

很不均匀,细胞核分裂严重,且细胞边界模糊.由图２
可知,组织的各向异性因子图很好地揭示了癌化中细

胞的这些变化.细胞核对应于各向异性因子较小的区

域.对于分级为１级的乳腺癌组织,各向因子图中细

胞的结构较为清晰;而对于分级为３级的乳腺癌组织,
各向异性因子图中细胞的结构模糊,且各向异性因子

总体变小.各向异性因子变小说明散射结构的尺度变

小,这是癌化过程中细胞核内部分裂的直接表现.该

结果说明,基于强度传输方程和DIC显微镜的定量相

位成像技术不仅可以揭示组织形态的精细结构,还可

以定量描述组织结构的微小变化.
根据癌症分级对２５７个病例的散射系数μs、约化

散射系数μ′s和各向异性因子g 的实验数据分布进行

统计,结果如图３所示.为了减少组织切片差异引入

的误差,每个病例采集２~３个区域,计算结果取平均

图２ 乳腺浸润性导管癌组织的成像结果.(a)１级;(b)３级

Fig敭２ Imagingresultsofinvasiveductalcarcinomatissues敭 a Grade１  b grade３
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后再进行统计.癌症分级则由经验丰富的病理科医

生根据传统的病理学诊断方法确定.图３中各列从

左往右分别对应于散射系数μs、约化散射系数μ′s和

各向异性因子g.由图３可知,随着癌症分级的提

高,乳腺浸润性导管癌组织的散射系数μs、约化散射

系数μ′s增大,各向异性因子g 则相应减小.

图３ 不同分级乳腺浸润性导管癌组织的散射系数、约化散射系数和各向异性因子的实验数据分布直方图.
(a)１级;(b)２级;(c)３级

Fig敭３ Histogramsofscatteringcoefficient reducedscatteringcoefficient andanisotropyofinvasiveductalcarcinoma
tissueswithdifferentcancergrades敭 a Grade１  b grade２  c grade３

　　进一步根据癌症分级计算散射系数μs、约化散

射系数μ′s和各向异性因子g 的测量平均值,并分析

不同分级间各参数变化的显著性,结果如表２所示,
其中括号内给出的是各测量值对应的标准差,不同

分级间数据变化的显著性由显著性水平P 值(t检

验)来衡量.由表２可知,虽然散射系数μs 在１~２
级乳腺浸润性导管癌组织之间的差异仍比较显著

(P＝３．５×１０－１０),但在２~３级之间的差异则不再

显著(P＝０．５８).散射系数μs 与组织的质量密度

相关.这说明早期癌细胞增殖组织的质量密度增加

较快,当癌变达到一定程度后,组织的质量密度会趋

于稳定.约化散射系数μ′s和各向异性因子g 在不

同分级乳腺浸润性导管癌组织间的变化非常显著.
随着癌症分级的提高,约化散射系数μ′s的测量平均

值从０．０１６０μm－１增至０．０５１０μm－１,各向异性因子

表２　２５７例乳腺浸润性导管癌组织切片的散射系数、
约化散射系数和各向异性因子的实验测量结果

Table２　Experimentalresultsofscatteringcoefficient,

reducedscatteringcoefficient,andanisotropy
oftissuesectionsfrom２５７caseswithinvasive

ductalcarcinomatissues

Grade μs/μm－１ μ′s/μm－１ g
１ ０．３８１４(０．０２０４)０．０１６０(０．００６３)０．９５８４(０．０１５４)

２ ０．３９６１(０．００７２)０．０２７９(０．００５９)０．９２９７(０．０１４７)

３ ０．３９６８(０．００７３)０．０５１０(０．０１７３)０．８７１６(０．０４３５)

g 的测量平均值则从０．９５８４减至０．８７１６.其中,

１~２级、２~３级之间散射系数μs 的 P 值分别为

３．５×１０－１０、０．５９,约化散射系数μ′s的 P 值分别为

５．１×１０－２８、６．３×１０－２５,对应的各向异性因子g 的

P 值分别为１．９×１０－２７、５．２×１０－２５.约化散射系数

μ′s和各向异性因子g 的改变直接反映了组织在三

０３０７０１５Ｇ５
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维结构上的微小变化.实验结果表明,约化散射系

数μ′s和各向异性因子g 可用于有效区分处于不同

癌症分级的乳腺浸润性导管癌组织.

４　数据训练与预测

根据表２的统计结果,选择约化散射系数μ′s和
各向异性因子g 为特征值,利用支持向量机(SVM)
建立乳腺浸润性导管癌组织的初步分级模型.选择

SVM主要在于其在解决小样本、非线性及高维模式

识别中表现出的特有优势.训练前首先分别对μ′s和

g 进行归一化处理,并根据癌症分级将各病例的标

签设置成－１、０、＋１(分别对应１、２、３级).在

MATLAB平台下利用LIBSVM(３．２２版)工具箱进

行相关训练[２５].SVM核函数选择高斯型径向基函

数(RBF),即

K(Vi,Vj)＝exp(－γ Vi－Vj
２) (１１)

式中K 为核函数,γ＞０为核函数参数,Vi、Vj 分别

为第i、第j个特征值向量,‖‖表示范数.实验中

通过选择核函数参数γ 和惩罚参数c(对误差的宽

容度)来优化模型.利用网络搜索法和五折交叉验

证,最终确定最优核函数参数γ 和惩罚参数c分别

为０．５和３２.在五折交叉验证的基础上,将所有数

据按８０∶２０的比例随机分成训练组和测试组.取

γ＝０．５,c＝３２,对训练组数据进行训练得到分级模

型.随后,利用该模型对测试组数据(１级１７例,２
级１９例,３级１４例,共计５０个病例)进行预测,结
果如表３所示.由表３可知,预测结果准确率为

８８％,其中１级病例的预测准确率为７６．５％,２级病

例为９４．７％,３级病例为９２．９％.分级模型中所用的

约化散射系数μ′s和各向异性因子g 是对整个图像窗

口的平均,可能会造成某些有用信息的丢失,这可能

是导致１级预测结果准确率偏低的原因.如果将数

据分析集中于对癌变过程更敏感的细胞核、细胞间质

等特定区域,则可能进一步提高预测结果的准确度.
表３　基于SVM的乳腺浸润性导管癌病理切片分级结果与病理诊断结果对比

Table３　ComparisonofdiagnosisresultsofinvasiveductalcarcinomagivenbySVMandpathologicaldiagnosis

Pathologyresult PredictingresultbasedonSVM
Grade Casenumber Grade１ Grade２ Grade３

Predictingaccuracy/％

１ １７ １３ ４ ０ ７６．５
２ １９ ０ １８ １ ９４．７
３ １４ ０ １ １３ ９２．９

５　结　　论

定量相位显微成像技术与散射相定理相结合为

研究癌变过程中组织形态和光散射特性的改变提供

了一种有效手段.本研究针对乳腺浸润性导管癌的

研究发现,癌症分级与组织的约化散射系数μ′s及各

向异性因子g 高度相关.随着癌症分级的提高,乳
腺浸润性导管癌组织的约化散射系数μ′s显著增大,
各向异性因子g 显著减小.利用实验所得的约化散

射系数μ′s和各向异性因子g,借助SVM建立了乳腺

浸润性导管癌的初步分级模型,准确率可达８８％.
分级模型中所用的约化散射系数μ′s和各向异性因子

g 是对整个图像窗口的平均,如果将数据分析集中于

细胞核、细胞间质等对癌变过程更敏感的特定区域,
可能会进一步提高预测结果的准确度.

为了提高实验效率,选择未染色石蜡包埋的组

织切片作为样品,基于DIC显微镜自身的无标记特

点及优异的空间光学分层能力,后续实验可以采用

新鲜组织或冰冻组织切片.此外,该定量相位显微

成像系统直接建立在一台商品化的DIC显微镜上,

不涉及显微镜光路改造,且避免了复杂、耗时的迭代

算法,可以方便地与荧光等其他显微成像手段结合,
用于全面揭示癌化过程中组织从形态到生理状态的

改变,因此在癌症诊断与预后中具有一定的应用前

景.此外,本研究不是立足于正常组织与癌症组织

的区分上,而是实现了不同癌症分级组织病理切片

的分类,且获得了较高的预测准确度,在癌症诊断与

预后方面具有更高的应用价值.
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