
0411009-1

研究论文第  61 卷  第  4 期/2024 年  2 月/激光与光电子学进展

荧光原位杂交扩增探针的结构光照明
超分辨成像与计数
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摘要  人类表皮生长因子受体 -2（HER2）的异常扩增会导致癌细胞的过度增殖和肿瘤恶化。在采用常规光学显微成像

技术检测扩增水平较高的乳腺癌细胞 HER2 基因时，荧光原位杂交探针的荧光信号斑点呈簇状分布，难以精确计数。应

用结构光照明超分辨成像技术对 HER2 基因荧光原位杂交的病理切片进行成像，从而分辨距离较近的荧光探针。通过

大视场扫描成像和图像拼接，对数百个细胞进行成像和统计分析，提高了高扩增水平病理切片上 HER2 探针计数的准

确性。
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Abstract Aberrant amplification of the human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) genes can lead to excessive 
proliferation of cancer cells and tumor progression.  When conventional optical microscopy is used to detect the HER2 gene 
in breast cancer cells with high amplification levels, the fluorescent spots of the fluorescence in situ hybridization (FISH) 
probe tend to appear as clusters, making accurate counting challenging.  In this paper, structured-light illumination super-

resolution microscopy is applied to image pathological sections of HER2 gene fluorescence in situ hybridization, in order to 
resolve fluorescent probes close to each other.  Through large field scanning imaging and image stitching, hundreds of cells 
can be imaged with super-resolution and statistically analyzed.  The proposed method allows more accurate enumeration of 
aggregated fluorescent spots on slides with high-level gene amplification.
Key words breast cancer pathological diagnosis; fluorescence in situ hybridization; structured-light illumination super-

resolution imaging; image mosaic

1　引 言

荧光原位杂交（FISH）是一种利用荧光染料标记

的探针 DNA 在生物样品中进行杂交，进而研究特定

DNA 序列在染色体上数量和位置的方法［1］。FISH 作

为常用的分子病理诊断的技术，可以对肿瘤组织中分

子水平的基因突变进行特异性检测［2］，为临床靶向性

治疗和预后评估提供依据。
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乳腺癌作为一种常见的女性恶性肿瘤，近年来发

病率逐年升高［3］。人类表皮生长因子受体 -2（HER2）
基因是人类 17 号染色体长臂中的原癌基因，该基因的

过表达与肿瘤的发生及发展具有密切的联系。文献报

道有 20% 的浸润性乳腺癌发生 HER2 扩增［4］。HER2
基因不仅是临床上乳腺癌治疗的关键靶点，也被视为

重 要 的 预 后 判 断 指 标 。 FISH 是 乳 腺 癌 中 公 认 的

HER2 基因状态评估方法。参照免疫组化检测结果，

医生确定潜在扩增的浸润性肿瘤组织细胞，再使用荧

光显微镜观察并统计细胞核中红色 HER2 与绿色

CEP17（chromosome 17 centromere）荧光信号的数目。

根据 2018 版美国临床肿瘤学会/美国病理医师学院

（ASCO/CAP）乳腺癌 HER2 检测指南［4］，临床上要求

至少对 20 个边界完整的癌细胞核内信号进行定量统

计，依据 NHER2/NCEP17 比值（其中 N 为数量）和 HER2 平

均 拷 贝 数（CHER2）这 两 项 指 标 进 行 分 级 。 当 NHER2/
NCEP17≥2. 0，且 CHER2/Ncell≥4. 0 时，此种情况判为 FISH
阳性，其中 Ncell为细胞数量。

宽场荧光显微镜和荧光病理切片扫描仪是目前进

行 FISH 病理诊断的主要成像工具［5］。然而，宽场荧光

显微镜由于受到光学衍射极限的限制，当采用波长为

561 nm 的激发光时，FISH 探针的成像分辨率约为

300 nm，当细胞核中两个或多个的荧光探针距离小于

成像分辨率时，将无法对其进行准确计数。要实现对

阳性患者的 HER2 基因水平的精确统计，需要采用更

高分辨率的成像技术。激光扫描共聚焦显微成像技术

（CLSM）利用物理针孔将离焦信号滤除，相比宽场荧

光显微镜，明显地提高了成像信噪比。Ram 等［6］使用

共聚焦荧光显微镜定位染色体目标的 DNA 片段并定

量计算空间距离，提出了一种用于分割和检测 3D 
FISH 斑点的算法。但是由于 CLSM 采用点扫描方式

进行成像，成像速度较慢，目前在实际的 FISH 诊断中

没有广泛应用，并且其分辨率也同样受到光学衍射极

限的限制，只能达到 200 nm 左右。近年来发展的超分

辨成像装置有望为 FISH 辅助诊断带来新突破。随机

光学重建显微镜（STORM）通过使用具有开关特性的

荧光染料对样本进行特异性标记［7-8］，经过一系列的激

发与淬灭，最终得到样本的超分辨图像，分辨率可以达

到 10 nm。Maddox 等［9］将荧光标记的 HER2 单抗抗体

作为探针，利用 STORM 技术定量评估 HER2 阳性患

者 治 疗 过 程 中 的 HER2 密 度 与 聚 集 程 度 。 但 是

STORM 超分辨成像具有成像速度慢等缺点，其特殊

的染色方法也无法使用常规荧光原位杂交技术，在实

际病理诊断中的应用还存在一定困难［10］。结构光照明

超分辨成像技术（SIM）是另外一种宽场超分辨成像方

法。SIM 利用结构光条纹照射样本，从而使样本中不

可探测的高频信息搬移到物镜可探测的低频域，其分

辨率最高可提升至衍射极限的 2 倍，且具有时间分辨

率高、对荧光染料无特殊要求等优势［11-14］。Szabo 等［15］

结合染色体构象捕获和 SIM 技术，使用 FISH 探针靶

向标记了染色体的拓扑结构域，得到了果蝇细胞染色

质折叠的空间视图。他们在 2021 年进一步利用 SIM
技术和 FISH 标记方法，对果蝇和哺乳动物细胞的染

色体三维结构进行分析［16］。上述工作体现了 SIM 分

辨率的提升对 FISH 定量分析的重要作用［17］，但是采

用 FISH 进行乳腺癌病理诊断时不仅需要超分辨的成

像，还需要对足够多的细胞进行成像和分析，目前还缺

乏这方面的文献报道。

本文发展了基于样品扫描和图像拼接方法的大视

场 SIM 技术，并将其应用于乳腺癌 HER2 基因 FISH
病理切片的成像。相较于宽场荧光显微镜，SIM 分辨

率的提升提高了对扩增水平较高的细胞 HER2 基因扩

增数据统计的准确性，有望成为 FISH 病理诊断的新

工具。

2　材料及实验方法

2. 1　样本准备和 FISH处理

乳腺癌组织切片由复旦大学肿瘤医院病理科［18］和

陆军军医大学第一附属医院病理学研究所［19］提供。先

对石蜡包埋乳腺癌切片进行烘烤处理并将其浸泡脱

蜡，再经过漂洗、蛋白酶消化、缓冲液洗涤和风干后，使

用与杂交缓冲液预混预变性的 HER2 基因检测探针和

CEP17 探针（Vysis， Abbott 公司）与切片样本进行杂

交。杂交反应在原位杂交仪（ThermoBrite， Abbott 公
司）中避光进行，杂交后经过多次清洗步骤去除未结合

的 FISH 探针。使用二脒基 -苯基吲哚（DAPI）荧光染

料对干燥后的样品的细胞核进行复染，经 FISH 处理

后的载玻片在-20 ℃ 低温避光保存。

杂交后的样本带有红色和绿色两种荧光探针。其

中绿色为 17号染色体着丝粒探针 CEP17，因此一个细胞

中应有 2个绿色斑点。红色为 HER2基因探针，也位于

17号染色体上，因此正常细胞也具有 2个红色斑点，称为

HER2阴性，如图 1（a）所示。在部分乳腺癌等细胞中，由

于 HER2基因发生扩增突变，呈现多个红色荧光斑点，称

为 HER2 阳性，如图 1（b）所示。HER2 基因的 FISH 检

测主要对 HER2 平均拷贝数和 NHER2/NCEP17比例进行统

计，因此需要对每个细胞中的红色斑点进行计数。

2. 2　SIM 显微镜成像装置

FISH 标记的病理切片成像在本实验室自主搭建

的 SIM 系统上进行［20］，其光路如图 1（c）所示。波长分

别为 405 nm、488 nm、561 nm、647 nm 的四波长激光器

（L6Cc-CSB-143，Oxxius 公司）发出的水平线偏振光经

准直扩束物镜（TL2X-SAP，Thorlabs 公司）和偏振分

光棱镜（PBS251，Thorlabs 公司），垂直入射铁电液晶

空 间 光 调 制 器（SXGA-R12，Fourth Dimension 
Displays 公司）。经过空间光调制器调制，光被 PBS 反

射后进入后续光路，产生的垂直偏振衍射光进入透镜

2（焦距为 300 mm，Thorlabs 公司）。光路中使用一个
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空间滤波器（SM）阻挡零级光及其他高阶级次光，确

保仅有±1 级衍射光通过小孔。±1 级衍射光经组合

半波片（PR）改变偏振态后，再通过透镜 3（焦距为

150 mm，Thorlabs 公司）和透镜 4（焦距为 200 mm，

Thorlabs 公司）后进入到倒置显微镜（IX83，Olympus
公 司）中 。 光 再 经 过 浸 油 物 镜（60×，NA 为 1. 42，
Olympus 公司），激发放置在载物台上的样本。两束衍

射光在物镜的焦平面上形成干涉条纹，激发 FISH 探

针产生荧光。荧光信号由物镜收集后透过保偏二向色

镜（4ZT405/473-488/561/640rpc-Phase，PI Chroma 公

司），由 sCMOS 相机（ORCA-flash4. 0 V2，滨松公司）

进行图像采集。使用 HiFi-SIM 算法对采集到的原始

图像进行超分辨重建［20］。采用直径为 100 nm 的聚苯

乙烯荧光微球（F8803，Thermo Fisher Scientific 公司），

标定该系统在 488 nm 通道的横向分辨率为 136 nm ，

与之对比的宽场成像分辨率为 253 nm［21］；对于 561 nm
通道，标定的横向分辨率为 158 nm，与之对比的宽场

成像分辨率为 294 nm。

2. 3　大视场图像拼接的 SIM
受限于 SIM 系统中的空间光调制器的靶面大

小［22］，上述 SIM 成像视场大小为 55 μm×55 μm，单次

成像得到的可供分析的细胞数目较少。但病理分析是

针对足够多的细胞进行成像和统计的，因此采用高精

度电动载物台（H117P1XD，Prior 公司）移动样品进行

扫描成像。

SIM 需要拍摄 9 幅原始图像来重建出一张 SIM 图

像，成像速度为 2. 78 frame/s。使用电动样品台进行

5 行 5 列的扫描成像，设置相邻图像的重叠区域比例为

10%，因此完成 254 μm×254 μm 区域单个通道 SIM 成

像的时间约为 9. 3 s。
在 SIM 重建之后，对三个通道的 SIM 图像逐一进

行图像拼接处理，得到大视场的超分辨 FISH 病理图

像。对于图像拼接，采用基于经典 Grid Stitching 显微

图像拼接算法［23］的 FIJI 显微图像拼接插件，设置每张

子图重叠区域为 10%，在一个通道中完成 5 行 5 列的

SIM 图像拼接总耗时 14. 7 s。
2. 4　FISH 病理图像处理与统计

对 FISH 病理数据进行分析的步骤包括对细胞核

的分割和对每个细胞核中荧光斑点的计数。对于细胞

核的分割，使用 Otsu 阈值和分水岭算法［24］。对于斑点

计数，采用自动化图像计数方法，并由人工进行复核。

依据斑点的半径以及斑点质心间的距离等特征对

FISH 扩增探针进行判读［25-27］。首先将与标准斑点的半

径或强度差异过大的荧光斑点视为背景噪声，不进行统

计。根据瑞利判据，相邻两个斑点能够区分的临界条件

是：斑点质心之间的距离大于等于 SIM 系统的横向分辨

图 1　HER2 荧光原位杂交检测示意图和 SIM 成像系统示意图。（a）HER2 阴性示意图；（b）HER2 阳性示意图；

（c）激光干涉式 SIM 成像系统示意图

Fig.  1　Schematic of the HER2 test of FISH and structured-light illumination microscope (SIM) imaging system.  (a) HER2 positive 
diagram; (b) HER2 negative diagram; (c) schematic of laser interferometric SIM imaging system
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率［荧光微球的半峰全宽（FWHM）］。当紧邻荧光信号

质心距离大于等于横向分辨率或发生明显形态变化时，

将其统计为两个或两个以上的荧光信号；对于两个质心

距离小于 SIM 成像分辨率的紧邻斑点，合并为一个较大

斑点进行统计；当出现团状斑点半径大于 SIM 成像分辨

率时，统计为一个信号。根据荧光小球标定得到的分辨

率，采用 561 nm 激光激发时的 SIM 系统的横向分辨率

为 158 nm，相应的宽场成像分辨率为 294 nm。

3　实验分析和讨论

3. 1　SIM 对扩增 FISH 探针的定量分析

首先为展示 SIM 超分辨成像对扩增 FISH 探针评

估的优势，选择了一例 HER2 阳性乳腺癌患者的病理

切片进行 SIM 和宽场荧光成像。在激发光 561 nm 通

道下，对与 HER2 基因杂交的荧光探针进行 SIM 成像

的结果如图 2（a）所示。图 2（b）和图 2（c）为部分区域

的宽场成像结果，按照当前的扩增 FISH 探针统计规

则，线段上一共包含了 3 个荧光信号。在引入结构光

照明模块之后，FISH 扩增探针对应的荧光斑点更小，

其中弥散状荧光斑点更加清晰，如图 2（d）和图 2（e）所

示。在同一位置绘制荧光斑点信号归一化强度图，如

图 2（c）和图 2（e）所示，能够看到聚集的 6 个荧光信号

在 SIM 模式下强度差异明显，相邻的荧光信号的区分

更为容易。

3. 2　大视场图像拼接 SIM 扫描成像

对病理切片进行荧光成像时不仅需要保证成像分

辨率，还需要大视场成像来确保有足够数目的细胞进

行统计分析。设置电动载物台进行 5 行 5 列的逐行扫

描，逐一对组织切片的不同位置进行 SIM 成像，再对

重建后的 SIM 图像进行图像拼接，最终得到大视场的

超分辨病理图像。

如图 3（a）所示，25 张子图拼接后最终视场大小为

0. 254 mm×0. 254 mm，图像总共包含了两百多个肿瘤

细胞，可以满足病理上的统计需要。右上方区域没有红

色和绿色荧光斑点，可能是样品染色不均匀造成的信号

缺失。左下角及中心区域细胞核分布清晰，适合进行观

察和统计。实线框的放大如图 3（b）所示，包含多个

HER2 基因拷贝数较低的肿瘤细胞，HER2 基因荧光信

号稀疏，荧光斑点相互之间没有重叠，对其探针计数的

结果和宽场成像得到的结果一致。虚线框的放大如

图 3（c）所示，包含多个 HER2基因拷贝数较高的肿瘤细

胞，图 3（c）左上角的细胞核内的荧光信号在 SIM 超分

辨成像下比较清晰，能够准确进行统计计数。

接下来定量统计细胞核中 HER2 基因的平均扩增

数目。根据乳腺癌 HER2检测指南要求［2］，选择了 20个

细胞核边界完整、孤立无重叠的浸润性癌细胞进行定

量统计，比较宽场和 SIM 两种成像方法下细胞核中红

色荧光信号的数目，最终得到 HER2基因扩增数目的统

计结果。如图 4 所示，横轴表示选择的 20 个典型细胞

核，纵轴表示对细胞核进行手动计数统计得到的红色

图 2　SIM 对乳腺癌病理组织切片的成像结果及定量分析。（a）SIM 成像结果；（b）信号密集分布区域对应的宽场（WF）图像；（c）图 2（b）
线段标记处的归一化强度分布；（d）信号密集分布区域对应的 SIM 图像；（e）图 2（d）线段标记处的归一化强度分布

Fig.  2　SIM imaging on pathological tissue sections of breast cancer and quantitative analysis of imaging results.  (a) SIM imaging 
result; (b) wide-field (WF) image corresponding to areas of dense signal distribution; (c) normalized intensity distribution at the 
line marker in Fig. 2(b); (d) SIM image corresponding to areas of dense signal distribution; (e) normalized intensity distribution at 

the line marker in Fig. 2(d)
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荧光信号数目。为了清楚地展示两种成像方式对癌细

胞 HER2 基 因 拷 贝 数 的 差 异 ，将 20 个 细 胞 核 按 照

HER2 基因拷贝数由低到高进行排列。可以发现：对

于基因拷贝数在 15 以下的细胞，两种方法差别不大；

对于基因拷贝数在 15 以上的细胞，差别显著，并且随

着拷贝数的增多差别越明显。这是因为在拷贝数目多

的细胞中更容易出现聚集的荧光斑点，在宽场成像时

无法分辨；而在对 SIM 图像进行统计分析时，仍然存

在部分统计为一个信号的团状斑点，因此实际的基因

拷贝数可能更高。宽场成像统计到的 20 个典型细胞

核平均 NHER2/NCEP17 为 8. 35，SIM 成像方式得到的平均

NHER2/NCEP17 为 10. 68，此结果表明对于阳性扩增 FISH
探针对应的荧光信号，尤其是弥散以及簇状分布的斑

点，常规宽场成像由于分辨率限制，对扩增比值的判读

与实际值相比偏低，从而影响肿瘤诊断和预后效果的评

估。SIM 成像分辨率的提高提升了 FISH 探针的定位

精度，有助于提高对 HER2等扩增探针计数的准确性。

4　结 论

采用自主搭建的激光干涉式 SIM 系统对病理切

片中扩增 FISH 探针的病理切片样本进行超分辨显微

成像。通过电动样品台扫描成像和图像拼接，得到了

乳腺癌 FISH 病理切片的 SIM 大视场扫描图像。通过

对密集分布 FISH 荧光信号图像数据进行定量统计，

比较了 WF 与 SIM 两种成像模式对应的 HER2 基因拷

贝数目，证实了 SIM 超分辨成像能够对 HER2 基因状

态进行相对精确的定量评估。对 HER2 基因状态更为

精确的定量统计有助于对乳腺癌 HER2 阳性患者的分

级治疗和术后评估进行补充。

本文对 FISH 组织切片的 SIM 扫描成像采用的是

单层成像。由于物镜景深等限制，在 SIM 扫描过程中

不在一个焦面上的 FISH 探针在统计时会被遗漏。在

轴向进行多层扫描生成图像堆栈，可以实现扩增 FISH
荧光探针在不同平面上的定量统计，统计结果会更加准

确，但是同时也会导致数据处理量过大、扫描耗时成倍

增加等问题。因此在将来的研究中将对 SIM 扫描流程

进行进一步改进，进一步提高 FISH 病理检测中的扩增

探针的统计准确性，为临床病理诊断提供可靠方法。
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