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摘要 长期以来，乳腺癌的发病率占据全球女性恶性肿瘤发病率的首位。国际癌症研究机构最新发布的 2020年全

球癌症负担数据显示，乳腺癌在全球发病数超过了肺癌，成为全球第一大癌。多光子显微技术（MPM）是基于激光

与生物组织相互作用发生的多光子激发荧光和谐波等非线性光学效应的一种先进医学成像技术。多光子显微技

术不但在成像分辨率上具有与组织病理学分辨率相当的优势，而且具有无标记、免切片、光学层析成像、反映细胞

的功能代谢信息、三维靶向消融能力、较低的光漂白与光损伤、高成像对比度等优势。因此，多光子显微技术在医

学病理诊断，特别是肿瘤病理诊断临床转化的基础研究和应用研究领域一直受到广泛的关注。详细阐述了多光子

显微技术在乳腺肿瘤微环境预后预测研究中的应用进展，并展望了其未来发展前景。
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Application Progress of Multiphoton Microscopy in Prognostic
Prediction of Breast Tumor Microenvironments
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Abstract Brest cancer has historically ranked number one in the global incidence of malignant tumors in women.
The latest International Agency for Research on Cancer by the World Health Organization shows that breast cancer
has surpassed lung cancer as the leading type of cancer worldwide. Multiphoton microscopy (MPM) is an advanced
medical imaging technique based on nonlinear optical effects, such as multiphoton excited fluorescence and harmonic
generation, occurring owing to laser interactions with biological tissues. MPM offers the advantage of a resolution
comparable to digital histopathology as well as requires no labeling or sectioning while providing three-dimensional
optical imaging that reflects the metabolic function information of cells, three-dimensional targeted ablation
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capability, low photobleaching and photodamage, and a high imaging contrast. Therefore, MPM has garnered
considerable research interest locally and globally in the field of basic and applied research in medical pathological
diagnosis, particularly in the clinical translation of tumor pathological diagnosis. Herein, the application progress of
MPM in the prognostic prediction of breast tumor microenvironments is introduced in detail and its future
development prospects are presented.
Key words medical optics; multiphoton microscopy; breast cancer; tumor microenvironment; prognosis and prediction

1 引 言

多光子显微技术（MPM）是基于激光与生物组

织相互作用发生的多光子激发荧光和谐波等非线

性光学效应的一种先进医学成像技术。1931年，美

国物理学家Maria Goeppert-Mayer在她的博士论文

中提出双光子激发荧光概念。1990年，美国康纳尔

大学 Denk等［1］首次实现了双光子成像。1997年，美

国伯乐（Bio-Rad）公司首次制造出商业化的多光子

激光扫描显微镜。多光子激光扫描显微镜一经问

世，就在生物医学领域表现出越来越重要的作用。

目前，全球显微镜著名品牌企业德国 Zeiss和 Leica、
日本Olympus和 Nikon的多光子激光扫描显微镜产

品不断推陈出新。

多光子显微技术不但在成像分辨率上具有与组

织病理学分辨率相当的优势，而且具有无标记、免切

片、光学层析成像、反映细胞的功能代谢信息、三维

靶向消融能力、较低的光漂白与光损伤、高成像对比

度等优势。因此，多光子显微技术在医学病理诊断，

特别是肿瘤病理诊断临床转化的基础研究和应用研

究领域一直受到国内外研究小组的关注［2-8］。德国、

中国、美国、法国、澳大利亚、巴西、日本、意大利、瑞

典、新加坡、匈牙利、加拿大等国家，美国康奈尔大

学、美国麻省理工学院、美国伊利诺伊大学、美国耶

鲁大学、新加坡国立大学、新英格兰大学科学技术学

院、日本大阪大学、德国耶拿大学等国际著名的科研

机构，相继利用多光子显微技术开展了在脑肿瘤、乳

腺肿瘤、卵巢癌、结直肠癌、肝癌、食管癌、胃癌、皮肤

癌、膀胱癌、胆囊癌、肾肿瘤、肺癌、胰腺肿瘤、前列腺

癌、宫颈癌等多达 15种人体器官的肿瘤医学诊断研

究。这些研究提取了多种定性定量的肿瘤多光子诊

断特征，如细胞增多、细胞核多形性、细胞核质比、细

胞氧化还原比、微血管增生、坏死、胶原沉积、胶原束

方向、胶原纤维结构、胶原纤维密度、癌细胞的占据、

肌束间距、胶原含量变化和方向改变、血管壁厚度、

癌细胞出现、基底膜缺失、淋巴细胞浸润和血管畸形

等。大量的研究表明，多光子显微技术在术中和术

后肿瘤病理学诊断、肿瘤放化疗评估、肿瘤靶向消融

和肿瘤预后等应用领域具有巨大潜在的医学应用价

值。本文详细阐述了多光子显微技术在乳腺肿瘤微

环境预后预测研究中的应用进展，并展望了其未来

发展前景。

2 多光子显微技术原理和乳腺肿瘤微

环境重要组分的多光子显微成像

多光子显微技术在生物医学领域的应用主要

基于双光子激发荧光（TPEF）和二次谐波（SHG）这

两种非线性光学效应。双光子激发荧光［9］是一个三

阶非线性吸收过程，一个荧光分子或者原子同时吸

收两个相同频率的光子，吸收过程中，处于基态的

电子先被一个光子激发到中间“虚能态”，再被另一

个光子激发到末态激发态，也就是说，吸收相同频

率的两个光子后被激发至高能级，经过一定的弛豫

时间后，处于激发态的电子自发跃迁回到基态，同

时辐射出一频率略小于两倍入射光频率的光子而

发出荧光，能级图如图 1（a）所示。多光子激发荧光

图 1 非线性光学效应能级图。（a）双光子激发荧光；（b）二次谐波

Fig. 1 Energy level diagrams of nonlinear optical effect. (a) Two-photon excitation; (b) second harmonic generation

需要超快、高能量类型的激光光源（例如飞秒、皮秒

激光器）来提供足够高的能量来满足分子或原子一

次吸收多个光子的需要。

二次谐波是一种二阶非线性光学现象，也称为

“倍频”，能级图如图 1（b）所示。它是指具有相同频

率的两个光子与非线性介质相互作用后，其输出光

子频率为入射光子频率二倍，输出的二倍频光波被

称为二次谐波。在二次谐波产生的过程中，一个处

于基态的电子吸收了两个相同频率的光子被激发

到虚能态，然后在虚能态释放出一个倍频的光子后

再回到基态［10-11］。二次谐波与介质的二阶极化率有

关，而二阶极化率与介质本身的特性有关，可以反

映介质的电子态，分子的对称性、旋向及排列等，从

而反映介质的微观结构特性，可作为一种灵敏的组

织材料特性指标。二次谐波产生是有条件的：1）入

射光应是高强度的相干光；2）介质具有非中心对称

结构。

乳腺组织内包含着纤维结缔组织组成的间质

和乳腺的小叶导管系统所组成的实质，乳腺导管和

小叶［12］位于间质中。正常乳腺导管由基底膜、内层

（腺腔面）的上皮细胞层和外层（基底面）的肌上皮

细胞层组成。正常小叶由数量不等的末端闭合的

终末小导管（腺泡）组成，每个腺泡有典型的双层结

构。小叶腺泡埋陷于疏松的、富含纤维血管的小叶

内间质中，其中含有数量不等的淋巴细胞、浆细胞、

巨噬细胞和肥大细胞，构成间质的细胞包括各种白

细胞、成纤维细胞、肌成纤维细胞和内皮细胞。

乳腺癌约 70%源于导管的柱状上皮细胞，5%
发生于腺泡，发生于腺泡和乳管周围结缔组织的癌

变是乳腺肉瘤。乳腺导管癌从导管增生开始，随后

发展为原位癌和浸润性癌，最后发展为转移性疾病。

导管增生阶段的表现是乳腺腔上皮细胞不同程度的

分化，增生细胞小而一致，核一般呈圆形，分布均匀，

其细胞群结构特征为厚度一致的僵硬细胞桥或拱形

结构；导管原位癌阶段的表现是肿瘤性导管内病变，

上皮细胞增生显著，细胞具有轻度到重度的异型性，

局限于乳腺导管 -小叶系统内增生，未突破基底膜；

浸润性导管癌阶段的表现是癌细胞突破导管基底膜

侵入周围间质，其特征是明显的细胞多形性和核异

型性，肿瘤细胞开始侵犯乳腺周围组织并迁移到远

处的器官，最终导致转移。导管原位癌向浸润性癌

转变过程中，肌上皮细胞、炎症细胞、间质细胞是疾

病进展的潜在驱动因素，当肌上皮细胞表型改变时，

其与基质炎症细胞、肌成纤维细胞一起破坏导管结

构，将肿瘤细胞释放到周围基质中。肿瘤微环境指

由肿瘤细胞、内皮细胞、巨噬细胞、成纤维细胞、血管

内皮细胞、免疫细胞及细胞外基质等共同构成的肿

瘤发生、发展和转移的局部稳态环境，如图 2所示。

图 2 乳腺肿瘤进展及肿瘤微环境变化示意图。（a）正常乳腺组织及周围微环境；（b）乳腺肿瘤进展过程；

（c）浸润性乳腺肿瘤周围微环境

Fig. 2 Schematic diagram of breast tumor progression and tumor microenvironment changes. (a) Normal breast tissue and
surrounding microenvironment; (b) breast tumor progression process; (c) surrounding microenvironment of invasive breast tumor
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需要超快、高能量类型的激光光源（例如飞秒、皮秒

激光器）来提供足够高的能量来满足分子或原子一

次吸收多个光子的需要。

二次谐波是一种二阶非线性光学现象，也称为

“倍频”，能级图如图 1（b）所示。它是指具有相同频

率的两个光子与非线性介质相互作用后，其输出光

子频率为入射光子频率二倍，输出的二倍频光波被

称为二次谐波。在二次谐波产生的过程中，一个处

于基态的电子吸收了两个相同频率的光子被激发

到虚能态，然后在虚能态释放出一个倍频的光子后

再回到基态［10-11］。二次谐波与介质的二阶极化率有

关，而二阶极化率与介质本身的特性有关，可以反

映介质的电子态，分子的对称性、旋向及排列等，从

而反映介质的微观结构特性，可作为一种灵敏的组

织材料特性指标。二次谐波产生是有条件的：1）入

射光应是高强度的相干光；2）介质具有非中心对称

结构。

乳腺组织内包含着纤维结缔组织组成的间质

和乳腺的小叶导管系统所组成的实质，乳腺导管和

小叶［12］位于间质中。正常乳腺导管由基底膜、内层

（腺腔面）的上皮细胞层和外层（基底面）的肌上皮

细胞层组成。正常小叶由数量不等的末端闭合的

终末小导管（腺泡）组成，每个腺泡有典型的双层结

构。小叶腺泡埋陷于疏松的、富含纤维血管的小叶

内间质中，其中含有数量不等的淋巴细胞、浆细胞、

巨噬细胞和肥大细胞，构成间质的细胞包括各种白

细胞、成纤维细胞、肌成纤维细胞和内皮细胞。

乳腺癌约 70%源于导管的柱状上皮细胞，5%
发生于腺泡，发生于腺泡和乳管周围结缔组织的癌

变是乳腺肉瘤。乳腺导管癌从导管增生开始，随后

发展为原位癌和浸润性癌，最后发展为转移性疾病。

导管增生阶段的表现是乳腺腔上皮细胞不同程度的

分化，增生细胞小而一致，核一般呈圆形，分布均匀，

其细胞群结构特征为厚度一致的僵硬细胞桥或拱形

结构；导管原位癌阶段的表现是肿瘤性导管内病变，

上皮细胞增生显著，细胞具有轻度到重度的异型性，

局限于乳腺导管 -小叶系统内增生，未突破基底膜；

浸润性导管癌阶段的表现是癌细胞突破导管基底膜

侵入周围间质，其特征是明显的细胞多形性和核异

型性，肿瘤细胞开始侵犯乳腺周围组织并迁移到远

处的器官，最终导致转移。导管原位癌向浸润性癌

转变过程中，肌上皮细胞、炎症细胞、间质细胞是疾

病进展的潜在驱动因素，当肌上皮细胞表型改变时，

其与基质炎症细胞、肌成纤维细胞一起破坏导管结

构，将肿瘤细胞释放到周围基质中。肿瘤微环境指

由肿瘤细胞、内皮细胞、巨噬细胞、成纤维细胞、血管

内皮细胞、免疫细胞及细胞外基质等共同构成的肿

瘤发生、发展和转移的局部稳态环境，如图 2所示。

图 2 乳腺肿瘤进展及肿瘤微环境变化示意图。（a）正常乳腺组织及周围微环境；（b）乳腺肿瘤进展过程；

（c）浸润性乳腺肿瘤周围微环境

Fig. 2 Schematic diagram of breast tumor progression and tumor microenvironment changes. (a) Normal breast tissue and
surrounding microenvironment; (b) breast tumor progression process; (c) surrounding microenvironment of invasive breast tumor
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乳腺肿瘤微环境中重要组分无需外源性染色

剂，在超快、高能量、相干的飞秒激光光源激发下就

能产生较强的双光子激发荧光和二次谐波信号。肿

瘤微环境中肿瘤细胞、淋巴细胞、脂肪细胞、巨噬细

胞、坏死细胞等细胞质中的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（NADH）和黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）具有较强

的双光子激发自体荧光信号。血管壁中的弹力蛋白

同样也具有较强的双光子激发自体荧光信号。组织

细胞外基质胶原纤维中的胶原蛋白和神经组织中的

微管蛋白由于具有非中心对称结构，极易产生较强

的二次谐波信号。以 Zeiss 公司生产的 LSM880
META共焦扫描显微系统为例，在 20倍物镜、视场

角为 512 pixel×512 pixel（对应的面积是 425. 1 µm×
425. 1 µm）、每个像素对应的实际尺寸是 0. 830 µm、

获得图像中的每个像素所需时间为 7. 2 μs的多光子

显微成像条件下，图 3为获得的肿瘤微环境中肿瘤

细胞、胶原纤维、淋巴细胞、巨噬细胞、微血管、脉管

瘤栓、脂肪细胞和神经组织等主要组分的多光子显

微成像，图中第 1行是肿瘤微环境中主要组分的

H&E 染 色 图 像 ；第 2~4 行 分 别 是 相 应 的 SHG、

TPEF、叠加的 SHG/TPEF图像。因此，多光子显

微技术在乳腺肿瘤微环境重要组分成像过程中的诸

多优势，使得多光子显微技术在乳腺癌的高空间分

辨成像和预后预测上的应用成为可能。

3 乳腺肿瘤微环境细胞外基质胶原

纤维多光子诊断特征的预后预测

作用
肿瘤微环境中的细胞外基质［13］在肿瘤进展过

程中经历了相当大的结构变化，包括纤维连接蛋

白、蛋白多糖和胶原纤维的降解、沉积、交联和硬

化，细胞外基质沉积和重塑创造了一个重组的微

环境，通过破坏细胞极性和细胞之间的粘附及增

强生长因子信号来促进肿瘤进展。胶原纤维［14］作

为细胞外基质中最丰富的成分，渐进式细胞外基

质重构在肿瘤侵袭前沿产生以间质胶原显性化为

典型特征的形态学变化，对肿瘤细胞生物学包括

基因表达、细胞分化、增殖、迁移和治疗反应有显

著影响。乳腺组织中正常上皮结构周围的胶原通

常是卷曲和光滑的，在肿瘤发生发展过程中，乳腺

肿瘤微环境中的胶原纤维随着肿瘤进程的发展而

重组，肿瘤周边胶原的排列会出现各种形态的变

化，从而更有利于肿瘤细胞的扩散与转移。采用

多光子显微技术对胶原纤维进行多光子显微成

像，关于乳腺肿瘤微环境胶原纤维与乳腺癌患者

预后的相关研究主要从以下两个方面开展：1）直

接从多光子显微图像上分析肿瘤微环境胶原纤维

的形态特征，建立与患者预后关系；2）利用计算机

辅助图像分析方法，提取胶原纤维特征，建立与患

者预后关系。

3. 1 从多光子显微图像上分析肿瘤微环境胶原

纤维的形态特征

直接从多光子显微图像上分析肿瘤微环境胶

原纤维的形态特征主要基于胶原纤维的 SHG成

图 3 肿瘤微环境中主要组分的多光子图像

Fig. 3 Multiphoton microscopy images of main components in tumor microenvironment

像。Han等［15］利用胶原纤维通过 SHG发出的光的

偏振性和方向性来确定小鼠乳腺肿瘤模型中的胶

原蛋白与健康乳腺脂肪垫间的结构关系。研究结

果表明，产生 SHG的胶原亚群不受肿瘤间质胶原

合成改变的影响，并受到其异常降解环境的保护。

并且关于正向和反向传播 SHG信号的比值（F/B
比值）的定量分析可以监测到整个导管和小叶癌的

发展过程中的胶原纤维变化，包括伴随生长、转移

和组织形态的变化，Burke等［16］的研究说明了 SHG
可以观察到在癌症发展中胶原纤维的变化 ，而

Natal等［17］的研究证明了 SHG成像可以识别出乳

腺癌的类型。Natal等［17］对 99例诊断为组织学特

殊类型的浸润性乳腺癌患者和 21例无特殊类型浸

润性乳腺癌的组织切片进行 SHG成像并评价其胶

原参数，研究结果表明，通过胶原参数可以识别三

种主要的乳腺癌组：1）典型的浸润性小叶癌和管状

癌；2）无特殊类型浸润性乳腺癌、移行性、浸润性

顶浆分泌和微乳头状癌；3）髓样、粘液状和乳头状

癌。肿瘤发展过程中的胶原纤维的变化重组则在

美国威斯康星大学 Provenzano等［18］的工作中展示

出来。Provenzano等［18］利用多光子显微技术研究

了小鼠乳腺肿瘤模型中胶原纤维的重塑过程，研究

结果表明，肿瘤微环境的胶原纤维随着肿瘤进程，

由包绕癌灶卷曲的密集型变为随着癌巢的成长被

逐渐拉伸、穿过癌灶的线性形态，肿瘤细胞在此重

构的线性胶原纤维上快速移动并开始入侵周围基

质。研究小组将胶原纤维重塑特征定义为肿瘤相

关 胶 原 纤 维 特 征 ，即 tumor-associated collagen
signatures（TACS1-3）。TACS1 是指描述小肿瘤

周围区域存在的致密的胶原纤维的特征；TACS2
是指描述随着肿瘤大小的增加，肿瘤周围的胶原纤

维在拉伸应力的作用下趋向于拉伸，导致胶原纤维

束线性化的特征；TACS3是指描述胶原纤维垂直

于肿瘤边界或者肿瘤上皮表面，为恶性肿瘤细胞沿

着纤维间质移动提供路径的特征。Conklin等［19］针

对无标记福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）组织微

阵列（TMAs）乳腺癌患者样品开展研究，直接从二

次谐波产生的多光子显微病理图像识别 TACS3，
通过对 196 例乳腺癌患者的活检组织切片进行

MPM成像证明了 TACS3是独立不良预后指标。

这些研究表明 SHG是评价细胞外基质中胶原纤维

的一种具有前途的工具，这种方法可能有助于阐明

癌症的生物学行为及其分类。Xi等［20］进一步利用

MPM对多中心乳腺肿瘤微环境进行成像，发现当

肿瘤微环境中胶原纤维重塑过程 TACS1-3结束

后，离开癌灶的肿瘤细胞在乳腺肿瘤微环境以明显

不同的方式入侵周围间质。针对无标记 FFPE病

理白片样品的大面积双光子激发荧光和二次谐波

产生的多光子显微病理图像，根据肿瘤细胞和细胞

外间质胶原纤维相对空间分布，提取了肿瘤浸润前

沿的 5种多光子诊断特征，作为 TACS1-3肿瘤相

关胶原纤维特征的扩展特征，定义为 TACS4-8，如
图 4所示。TACS4是指描述胶原纤维的网状分布

与连续分布的肿瘤细胞相邻情况的特征，有一个清

晰的肿瘤边界。TACS5是指描述定向分布的胶原

纤维的特征，这些胶原纤维可以使肿瘤细胞在没有

清晰肿瘤边界的情况下进行单向迁移。TACS6是
指描述排列混乱的胶原纤维的特征，它能使肿瘤细

胞在没有清晰肿瘤边界的情况下进行多向迁移。

TACS7是指描述肿瘤侵袭前沿的密集分布的胶原

纤维的特征，且前沿基质中基本没有肿瘤细胞。

TACS8则是描述肿瘤侵袭前沿的稀疏分布的胶原

纤维的特征，同样，前沿基质中基本没有肿瘤细胞。

TACS4-8显然反映了不同的肿瘤 -基质相互作用

在导管原位癌到浸润性癌转变（DCIS-to-IBC）后肿

瘤发展的侵袭阶段。医学统计分析结果表明 ，

TACS-score对无病生存期和总体生存期均是独立

预 后 因 子 ，TACS1-8 模 型 的 0. 838 的 准 确 性

（AUC）和 7. 03的风险分层能力（HR）最高，超过了

TACS1-3模型和临床模型。这表明了肿瘤发展时

与浸润前沿交界处的肿瘤细胞与细胞外间质胶原

纤维相对空间分布的多光子诊断特征对乳腺癌预

后 预 测 起 到 决 定 作 用 。 值 得 一 提 的 是 ，TACS-

score更适合通过临床病理因素分类的高危患者用

于 5 年无疾病生存率（DFS）的 AUC 和 HR 诊断

评估。

3. 2 利用计算机辅助图像分析方法提取胶原纤维

特征

计算机辅助诊断（CAD）是一种通过运用计算

机、数学、统计学、图像处理与分析等方法，将 CAD
系统直接运用到医学影像训练和构建模型，实现端

到端的学习，帮助临床医生进行病理诊断、治疗评

估和预后预测等的技术［21-23］。Falzon等［24］利用 SHG
成像对正常和病变乳腺组织中的胶原纤维形态的

改变进行定性分析，发现纤维弯曲数量和纤维轮廓

有很大差异，同时，采用椭圆傅里叶分析量化胶原
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像。Han等［15］利用胶原纤维通过 SHG发出的光的

偏振性和方向性来确定小鼠乳腺肿瘤模型中的胶

原蛋白与健康乳腺脂肪垫间的结构关系。研究结

果表明，产生 SHG的胶原亚群不受肿瘤间质胶原

合成改变的影响，并受到其异常降解环境的保护。

并且关于正向和反向传播 SHG信号的比值（F/B
比值）的定量分析可以监测到整个导管和小叶癌的

发展过程中的胶原纤维变化，包括伴随生长、转移

和组织形态的变化，Burke等［16］的研究说明了 SHG
可以观察到在癌症发展中胶原纤维的变化 ，而

Natal等［17］的研究证明了 SHG成像可以识别出乳

腺癌的类型。Natal等［17］对 99例诊断为组织学特

殊类型的浸润性乳腺癌患者和 21例无特殊类型浸

润性乳腺癌的组织切片进行 SHG成像并评价其胶

原参数，研究结果表明，通过胶原参数可以识别三

种主要的乳腺癌组：1）典型的浸润性小叶癌和管状

癌；2）无特殊类型浸润性乳腺癌、移行性、浸润性

顶浆分泌和微乳头状癌；3）髓样、粘液状和乳头状

癌。肿瘤发展过程中的胶原纤维的变化重组则在

美国威斯康星大学 Provenzano等［18］的工作中展示

出来。Provenzano等［18］利用多光子显微技术研究

了小鼠乳腺肿瘤模型中胶原纤维的重塑过程，研究

结果表明，肿瘤微环境的胶原纤维随着肿瘤进程，

由包绕癌灶卷曲的密集型变为随着癌巢的成长被

逐渐拉伸、穿过癌灶的线性形态，肿瘤细胞在此重

构的线性胶原纤维上快速移动并开始入侵周围基

质。研究小组将胶原纤维重塑特征定义为肿瘤相

关 胶 原 纤 维 特 征 ，即 tumor-associated collagen
signatures（TACS1-3）。TACS1 是指描述小肿瘤

周围区域存在的致密的胶原纤维的特征；TACS2
是指描述随着肿瘤大小的增加，肿瘤周围的胶原纤

维在拉伸应力的作用下趋向于拉伸，导致胶原纤维

束线性化的特征；TACS3是指描述胶原纤维垂直

于肿瘤边界或者肿瘤上皮表面，为恶性肿瘤细胞沿

着纤维间质移动提供路径的特征。Conklin等［19］针

对无标记福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）组织微

阵列（TMAs）乳腺癌患者样品开展研究，直接从二

次谐波产生的多光子显微病理图像识别 TACS3，
通过对 196 例乳腺癌患者的活检组织切片进行

MPM成像证明了 TACS3是独立不良预后指标。

这些研究表明 SHG是评价细胞外基质中胶原纤维

的一种具有前途的工具，这种方法可能有助于阐明

癌症的生物学行为及其分类。Xi等［20］进一步利用

MPM对多中心乳腺肿瘤微环境进行成像，发现当

肿瘤微环境中胶原纤维重塑过程 TACS1-3结束

后，离开癌灶的肿瘤细胞在乳腺肿瘤微环境以明显

不同的方式入侵周围间质。针对无标记 FFPE病

理白片样品的大面积双光子激发荧光和二次谐波

产生的多光子显微病理图像，根据肿瘤细胞和细胞

外间质胶原纤维相对空间分布，提取了肿瘤浸润前

沿的 5种多光子诊断特征，作为 TACS1-3肿瘤相

关胶原纤维特征的扩展特征，定义为 TACS4-8，如
图 4所示。TACS4是指描述胶原纤维的网状分布

与连续分布的肿瘤细胞相邻情况的特征，有一个清

晰的肿瘤边界。TACS5是指描述定向分布的胶原

纤维的特征，这些胶原纤维可以使肿瘤细胞在没有

清晰肿瘤边界的情况下进行单向迁移。TACS6是
指描述排列混乱的胶原纤维的特征，它能使肿瘤细

胞在没有清晰肿瘤边界的情况下进行多向迁移。

TACS7是指描述肿瘤侵袭前沿的密集分布的胶原

纤维的特征，且前沿基质中基本没有肿瘤细胞。

TACS8则是描述肿瘤侵袭前沿的稀疏分布的胶原

纤维的特征，同样，前沿基质中基本没有肿瘤细胞。

TACS4-8显然反映了不同的肿瘤 -基质相互作用

在导管原位癌到浸润性癌转变（DCIS-to-IBC）后肿

瘤发展的侵袭阶段。医学统计分析结果表明 ，

TACS-score对无病生存期和总体生存期均是独立

预 后 因 子 ，TACS1-8 模 型 的 0. 838 的 准 确 性

（AUC）和 7. 03的风险分层能力（HR）最高，超过了

TACS1-3模型和临床模型。这表明了肿瘤发展时

与浸润前沿交界处的肿瘤细胞与细胞外间质胶原

纤维相对空间分布的多光子诊断特征对乳腺癌预

后 预 测 起 到 决 定 作 用 。 值 得 一 提 的 是 ，TACS-

score更适合通过临床病理因素分类的高危患者用

于 5 年无疾病生存率（DFS）的 AUC 和 HR 诊断

评估。

3. 2 利用计算机辅助图像分析方法提取胶原纤维

特征

计算机辅助诊断（CAD）是一种通过运用计算

机、数学、统计学、图像处理与分析等方法，将 CAD
系统直接运用到医学影像训练和构建模型，实现端

到端的学习，帮助临床医生进行病理诊断、治疗评

估和预后预测等的技术［21-23］。Falzon等［24］利用 SHG
成像对正常和病变乳腺组织中的胶原纤维形态的

改变进行定性分析，发现纤维弯曲数量和纤维轮廓

有很大差异，同时，采用椭圆傅里叶分析量化胶原
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纤维的方向、角度等指标用于区分正常、良性和恶性

乳腺肿瘤。但是上述分析存在一定局限性，需要事

先手动排除一些可能干扰的胶原纤维，如纤维轮廓

无法充分分辨，即会受图像裁剪、残差噪声、其他组

织 形 态 对 纤 维 形 状 的 交 叉 或 扭 曲 等 干 扰 。 而

Bredfeldt等［25］利用大视场高分辨率显微镜技术、图

像处理和监督学习方法，半自动化地量化胶原纤维

排列与相邻肿瘤间质边界的特征（TACS3），实现了

TACS候选生物标志物的半自动采集和分析，且量

化的得分可以准确预测乳腺癌患者的生存期 。

Majeed等［26］利用空间光干涉显微镜，一种新的可与

二次谐波显微镜相比较的无标记的定量相位成像技

术，更快速地提取胶原纤维定向排列信息来反映乳

腺疾病良恶性病例的不同分期。而 Natal等［27］用

SHG成像分析管腔型乳腺肿瘤患者的瘤周与瘤内

胶原纤维特征差异，量化了多个胶原纤维特征，包含

胶原数量、结构及均匀性等，统计分析表明，较高的

瘤内胶原纤维一致性与较高的病理分期和腋窝淋巴

结转移有关，且与较差的无复发生存及总生存相关。

Gole等［28］采用基于双模式高斯混合模型（GMM）的

计算机辅助图像分析方法，针对无标记 FFPE组织

微阵列样品的双光子激发荧光和二次谐波产生的多

光子显微病理图像进一步细化胶原纤维特征，比较

了聚集厚胶原纤维密度和分散薄胶原纤维长度的定

量参数对三阴性乳腺癌的无病生存率和总生存率的

预后价值。Sprague等［29］采用基于 curvelet变化算法

的计算机辅助图像分析方法，针对H&E染色样品的

二次谐波产生多光子显微病理图像，相比上述方法

更全面地提取乳腺导管原位癌病变周围胶原纤维的

形态特征，包括胶原纤维长度、宽度、直线度、密度、

准直度及与肿瘤/间质边界的角度，且统计分析表明

这些图像特征与乳腺导管原位癌的复发风险相关。

Xi等［30］采用基于高斯混合模型的分割算法和纤维网

络提取算法等的计算机辅助图像分析方法，针对

TACS1-8胶原纤维形态学特征、纹理特征、基于灰

度共生矩阵特征及小波变换特征等进行提取（如图 5
所示），总共提取 142 个 TACS 相应的微观特征

（TCMF），更全面反映肿瘤微环境中胶原纤维微结

构 的 变 化 ，并 使 用 最 小 绝 对 收 缩 和 选 择 算 子

（LASSO）回归选择最稳健的特征，建立了 TCMF-

score。研究结果显示，TCMF-score具有较强的预

后性能，且微观特征TCMF与宏观模式TACS正好

相互补充，TCMF-score更适合通过临床病理因素分

类的低危患者用于 5年AUC和HR诊断评估。当两

者结合时，TCMF-score+TACS-score对所有乳腺

癌患者都有很好的预后预测能力。

图 4 肿瘤细胞和细胞外间质胶原纤维 8种相对空间分布模式示意图和对应的MPM图像，标尺为 500 µm［20］。

（a）相对空间分布模式；（b）MPM图像

Fig. 4 Schematic diagrams of 8 relative spatial distribution patterns of tumor cells and extracellular matrix collagen fibers and
corresponding MPM images, scale is 500 µm[20]. (a) Relative spatial distribution pattern; (b) MPM images
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4 乳腺肿瘤微环境肿瘤浸润淋巴细胞

多光子诊断特征的预后预测作用

肿瘤浸润淋巴细胞（TILs）是肿瘤微环境的重

要组分，已有多项研究表明TILs与乳腺癌患者预后

高度相关。TILs按分布位置可以分为间质肿瘤浸

润淋巴细胞（sTILs）和上皮内肿瘤浸润淋巴细胞

（iTILs），前者位于肿瘤间质而不与浸润性癌细胞直

接接触，后者则为上皮内或瘤内浸润细胞，与癌细

胞直接接触。

2014年，一直致力于制定 TILs检测统一标准

的国际免疫生物标志物协作组，发表了首部关于

TILs检测的国际指南［31］，考虑到乳腺癌中 iTILs的
绝对数量较少、存在的区域范围小、分布的异质性

明显，且不易通过 H&E染色法观察，推荐以 sTILs
作为实验研究和临床应用的主要指标。但是，TILs
预后生物标志物的临床转化目前并不乐观，TIL众

多研究者基于最便捷的 H&E染色病理切片样品，

对乳腺癌组织中总体 TILs浸润程度与患者预后的

相关性研究结果显示，高密度 TILs浸润对 ER阴性

的三阴性乳腺癌（TNBC）及人表皮生长因子受体 2
（HER2）过表达型乳腺癌有着好的预后，而对 ER阳

性的管腔型患者的预后效果尚无定论［32-33］。He
等［34］直接从无标记 FFPE病理白片样品的双光子激

发荧光和二次谐波产生的多光子显微病理图像出

发，根据 TILs与肿瘤细胞、胶原纤维的相对位置将

TILs重新分为 3种，即 TILs1-3，如图 6所示。基于

TILs1-3三种模式的出现频率，一种评估 TILs预后

价值的新方法被提出，该方法结合岭回归分析给出

每 个 患 者 的 肿 瘤 浸 润 性 淋 巴 细 胞 评 分（TILs-

score）。医学统计分析结果表明，TILs-score对 ER
阳性乳腺癌患者具有更强的预后价值。国际免疫

生物标志物协作组建议的方法是基于 TILs的数量

评估其预后价值，在 ER阴性乳腺癌中具有较大的

预测潜力。而该小组的研究是基于 TILs1-3三种模

式的出现频率研究其预后价值的，该研究的 TILs-

score模型更适合于评估 ER阳性乳腺癌的预后。

TILs-score模型将有望成为 TILs检测国际指南的

补充。

图 5 提取TACS相应微观特征（TCMF）的示意图［30］。（a）感兴趣区域截取示意图；（b）4种类型TCMF提取示意图

Fig. 5 Schematic of extracting TACS corresponding microscopy features (TCMF)[30]. (a) Interception of a region of interest;
(b) extraction of four types of TCMF
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5 总结与展望

乳腺癌具有高度异质性的特点，乳腺癌患者之

间存在明显的个体差异，对乳腺癌患者进行个体化

治疗显得极其重要。而个体化治疗的前提是准确

预测乳腺癌的生物学行为，因此，发展一项可信度

高、重复性好的预后预测系统，提供量化的预后指

数，对指导个体化的综合治疗、解决乳腺癌临床治

疗面临的治疗不足或治疗过度巨大挑战是至关重

要的。纵观乳腺癌预测模型的发展史，乳腺癌预后

预测评估系统主要包括：

1）乳腺癌 TNM分期系统。以原发肿瘤（T）、

区域淋巴结（N）及远隔部位转移（M）为基础的解剖

学信息为依据。

2）乳腺癌组织学分级。以乳腺癌癌细胞形态

学和增殖能力相关的肿瘤腺管形成、核的异型性和

核分裂 3个参数为依据。

3）乳腺癌的分子分型。依据乳腺癌激素状态

ER、PR、HER2的基因表达信息。

4）乳腺癌的基因检测方法。与肿瘤细胞周期

调控、侵袭、转移及血管形成相关的基因表达谱。

预后预测评估系统“乳腺癌 TNM分期系统”作

为乳腺癌患者预后分期标准，已经成为世界范围恶

性肿瘤临床诊治及预后预测的重要依据。2018年
1月 1日全球正式执行由美国癌症联合委员会出版

的第 8版乳腺癌分期系统，在TNM分期基础上首次

增加了预后预测评估系统 2）~4）内容，构建了全新

的乳腺癌预后分期评价系统。

此外，还有已经得到广泛认可，并已成为乳腺癌

评估预后研究参照标准的预后预测系统，代表性的

预后模型，诺丁汉预后指数（NPI）依据肿瘤大小、淋

巴结状态和组织学分级；St. Gallen国际乳腺癌危险

评估体系依据患者肿瘤大小、组织学分级、脉管侵

犯、HER2表达、年龄和淋巴结转移数目等 6项指标；

Adjuvant！Online计算机评估系统依据患者年龄、肿

瘤大小、组织学分级和淋巴结阳性数目、ER状态和

合并疾病等信息。从几种乳腺癌预后预测评估系统

来看，这些模型主要关注了乳腺癌肿瘤细胞的形态

学、增殖能力、分子表达，没有考虑在促进肿瘤的发

生、发展、侵袭和转移起到重要作用的肿瘤微环境中

主要组分及其相互作用所蕴含对预后的重要信息。

因此，将肿瘤微环境诊断特征纳入预后评估系统已

经成为乳腺癌预后预测模型发展的必然趋势。

乳腺组织中存在许多内在成分，无需外加的外

源性染色剂就能产生较强的自体荧光和谐波信号，

如组织中的乳腺导管腺上皮细胞、肌上皮细胞、血

管、淋巴细胞、脂肪细胞、巨噬细胞等能通过双光子

激发产生较强的自体荧光；乳腺组织细胞外基质中

胶原纤维因其具有非中心对称机构，而极易产生较

强的二次谐波信号。研究显示，脉管瘤栓的出现就

说明肿瘤已进入脉管具有转移的潜能，有可能发生

淋巴管或者血管的转移，从而转移到远处器官。神

图 6 肿瘤细胞、淋巴细胞和细胞外间质胶原纤维 3种肿瘤微环境重要组分相对空间分布模式和对应的MPM成像，标尺为

500 µm［34］。（a）相对空间分布模式；（b）MPM图像

Fig. 6 Relative spatial distribution patterns of three important components of tumor microenvironment: tumor cells, lymphocytes
and extracellular matrix collagen fibers and corresponding MPM images, scale is 500 µm[34]. (a) Relative spatial

distribution pattern; (b) MPM images

经侵犯是指肿瘤细胞侵入神经鞘三层（神经外膜、

神经鞘膜和神经内膜）的任一层，或肿瘤细胞包绕

神经周围，当癌细胞浸润到正常神经后会沿着神经

生长进而完成转移［35］。神经侵犯是肿瘤的局部扩

散方式之一，对肿瘤的预后判断有重要作用。在一

些肿瘤中，癌细胞生长或转移主要发生在富含脂肪

细胞的微环境中。事实上，脂肪细胞［36］是乳腺癌细

胞周围最丰富的细胞类型，已有研究表明肿瘤周围

脂肪组织有助于乳腺癌细胞侵袭和扩散。肿瘤组

织内缺氧是实体肿瘤中非常普遍的现象，与肿瘤快

速增长血供不足有关，在肿瘤微环境组织形态学上

表现为肿瘤坏死。肿瘤坏死在恶性肿瘤的发生、发

展及转移过程中均发挥着复杂作用，相关研究表

明，肿瘤坏死［37］是不良预后因子。

因此，基于肿瘤微环境的乳腺癌预测模型是未

来发展方向，采用 H&E染色方法和多光子显微成

像技术相结合的多模式成像，综合考虑肿瘤微环境

重要组分，如肿瘤细胞、胶原纤维、淋巴细胞、巨噬

细胞、脉管瘤栓、微血管、坏死、出血、肿瘤细胞侵犯

脂肪组织和神经等，不同组分之间相对空间分布的

共同作用对肿瘤发生、发展、侵袭和转移的影响，建

立以肿瘤微环境重要组分相对空间分布模式特征

为生物标志物基础的乳腺癌预后评估系统。同时，

发挥计算机辅助的图像分析方法自动识别的优势，

为建立的乳腺癌预后评估系统从实验室研究走向

临床应用提供切实可行的转化路径。
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经侵犯是指肿瘤细胞侵入神经鞘三层（神经外膜、

神经鞘膜和神经内膜）的任一层，或肿瘤细胞包绕

神经周围，当癌细胞浸润到正常神经后会沿着神经

生长进而完成转移［35］。神经侵犯是肿瘤的局部扩

散方式之一，对肿瘤的预后判断有重要作用。在一

些肿瘤中，癌细胞生长或转移主要发生在富含脂肪

细胞的微环境中。事实上，脂肪细胞［36］是乳腺癌细

胞周围最丰富的细胞类型，已有研究表明肿瘤周围

脂肪组织有助于乳腺癌细胞侵袭和扩散。肿瘤组

织内缺氧是实体肿瘤中非常普遍的现象，与肿瘤快

速增长血供不足有关，在肿瘤微环境组织形态学上

表现为肿瘤坏死。肿瘤坏死在恶性肿瘤的发生、发

展及转移过程中均发挥着复杂作用，相关研究表

明，肿瘤坏死［37］是不良预后因子。

因此，基于肿瘤微环境的乳腺癌预测模型是未

来发展方向，采用 H&E染色方法和多光子显微成

像技术相结合的多模式成像，综合考虑肿瘤微环境

重要组分，如肿瘤细胞、胶原纤维、淋巴细胞、巨噬

细胞、脉管瘤栓、微血管、坏死、出血、肿瘤细胞侵犯

脂肪组织和神经等，不同组分之间相对空间分布的

共同作用对肿瘤发生、发展、侵袭和转移的影响，建

立以肿瘤微环境重要组分相对空间分布模式特征

为生物标志物基础的乳腺癌预后评估系统。同时，

发挥计算机辅助的图像分析方法自动识别的优势，

为建立的乳腺癌预后评估系统从实验室研究走向

临床应用提供切实可行的转化路径。
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