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一种多波段光源的显微多光谱成像系统研究

廖乘胜,曾立波,吴琼水
(武汉大学 电子信息学院,武汉430079)

摘 要:复合染色方法可以解决传统宫颈癌联合筛查无法在同一张涂片上实现的问题。针对复合染色

带来的DNA吸光度干扰和色彩还原失真等问题,本文建立了一套多波段光源的显微光谱成像系统.组
合光源的设计兼顾彩色图像的还原和吸光度模型的建立,采用多元线性回归法建立多光谱剥离模型,利

用该模型从混叠的多光谱图像中剥离出福尔根染料的真实吸光度用于DNA定量分析,同时合成符合

医生诊断习惯和要求的伪彩色图像.实验结果表明:选用的四个波段的光源的带宽为12nm/12nm/

14nm/19nm,是符合要求的窄带单色光;以显微测微尺为标尺,以原光源测量参数为标准,测得组合光

源的光斑偏移量最大不超过3个刻度,其平行度和同轴度满足成像系统要求;合成的伪彩色图像颜色明

亮饱满、背景干净,不会对阅片医生诊断造成干扰和障碍;吸光度剥离模型可以成功将福尔根染料真实

吸光度剥离出,能够准确计算DNA含量.选用小鼠肝脏涂片作为测量标本,测量计算的DI值符合肝细

胞多倍体性的特点;选择宫颈阳性样本进行对比实验,两种方法测得的二倍体细胞和四倍体细胞DI值

相吻合.本系统具有较高的准确性和可靠性.
关键词:多光谱成像;复合染色;多波段光源;DNA定量分析;多光谱图像剥离
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ReaserchofaMicroscopicSpectralImagingSystemwithMulti-bandIlluminants

LIAOCheng-sheng,ZENGLi-bo,WUQiong-shui
(SchoolofElectronicInformation,WuhanUniversity,Wuhan430079,China)

Abstract:Compoundstainingmethodcansolvetheproblemthattraditionalcombinationscreeningofcervical
cancercannotbecarriedoutonthesamesmear.InviewoftheproblemsofDNAabsorbanceinterferenceand
colorrestorationdistortioncausedbycompoundstaining,amicroscopicspectralimagingsystemwithmulti-
bandilluminantswasestablishedinthispaper.Thedesignofcompositeilluminantsgaveconsiderationtoboth
therestorationofcolorimageandtheestablishmentofabsorbancemodel,multi-spectralunmixingmodelwere
constructedbymultiplelinearregressionmethod,andbyusingthismodleFeulgen'srealabsorbancewere
unmixedfromthemixingmuti-spectralimagesforDNAquantitativeanalysis,andpseudocolorimageswere
alsocomposedtomeetthedoctors'requirementsandhabitsatthesametime.Experimentalresultsshowthat:
theFullWidthatHalfMaximum(FWHM)ofthechosedfour-bandilluminantswere12nm/12nm/14nm/
19nm,andtheyweresatisfactorynarrowbandmonochromaticlights;Themeasuredmaximumoffsetofspot
doesnotexceed3scalebyusingamicroscopemicrometerasarulerandtheoriginalilluminantasastandard,so
parallelismandcoaxialityofthecompositeilluminantsmettherequirementsofimagingsystem;Thesynthesis
pseudocolorimageswerebrightandfull,andhavecleanbackground,theywillnotcauseinterferenceand
obstaclestodoctor'sdiagnosis.Theabsorbanceunmixingmodelcansuccessfullyunmixingtherealabsorbanceof
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feulgenandaccuratelycalculatethecontentofDNA:Theliversmearofmicewasusedasthemeasuring
specimenandthecalculatedDNAindex(DI)valuesaccordedwiththepolyploidyoflivercells;Incontrast
experimentsusingacervicalpositivesample,theDIvaluesofthediploidandtetraploidcellscalculatedbythe
twomethodswerealmostequal,therefore,thismethodhashigheraccuracyandreliability.
Keywords:Multi-spectralimaging;Compoundstaining;Multi-bandilluminants;Quantitativeanalysisof
DNA;Multi-spectralimageunmixingmodel
OCISCodes:100.0100;100.2000;110.0110;110.4234

0 引言

宫颈癌是妇科高发的恶性肿瘤之一,对宫颈癌及癌变的早期诊断是提高宫颈癌治愈率及生存率的关

键[1].目前我国最常用的宫颈癌筛查方法是贝塞斯达诊断系统 (TheBethesdaSystem,TBS)分类法,癌症早

期诊断需要从上万个细胞中挑选少数几个癌变的细胞,这种方法需要医生进行长时间人工阅片筛查,极大的

增加医生的工作强度和人为误差[2-3].用细胞脱氧核糖核酸(DeoxyribonucleicAcid,DNA)图像定量分析诊

断法进行宫颈癌前病变的诊断已有大量报道,在北美及欧洲细胞DNA图像定量分析诊断方法已作为一种

常规临床检测方法之一.在国内,许多大城市也开始用全自动DNA定量分析系统进行宫颈癌筛查[4].研究表

明,TBS检查联合宫颈细胞DNA定量分析检查能明显提高检出率,具有筛查结果准确、高效、实用等优点,
有较好的临床应用价值[5].

目前,TBS检查与细胞DNA定量分析联合筛查分别在不同的涂片上进行的[6].通常情况下是一次取

材,同时制备两张涂片,一张进行巴氏染色并用TBS分类法诊断,一张进行福尔根染色以细胞DNA定量分

析技术检测.然而医生对结果的判定只能依据两张玻片的整体诊断结果,而不是对同一个细胞用两种诊断方

法进行一一对应地判定,其结果是造成判定失误和效率低下.两张涂片取材于同一病人,理论上诊断结果具

有一致性,实际应用也对此进行了验证,联合筛查的敏感性和特异性较单一筛查方法均有提升.但若对同一

细胞进行两种分析方法同时判定,诊断结果则会更具参考和准确性,也会带来效率的提升,因此本文采用在

同一张细胞涂片上同时使用以上两种筛查方法的解决方案.这种方法仅需一次取材,制备一张涂片,然后对

细胞核进用福尔根染色,对细胞质进行巴氏染色,两种染色方法作用于同一细胞,这样既可以进行DNA定

量分析诊断,也可以进行细胞形态分析做TBS分类诊断,且两种诊断方法对同一细胞具有一一对应的关系,
方便医生做出准确判断,提高效率.

医生依据细胞的颜色和纹理等特征对细胞进行TBS检查,颜色和轮廓的失真会对医生的判读带来障

碍,而对于DNA诊断方法,复合染色则会干扰DNA吸光度,为解决这些问题,本文建立了一套多波段光源

的显微光谱成像系统,光源的设计兼顾了彩色图像的还原和吸光度模型的建立,以多元线性回归的方法建立

多光谱剥离模型,通过剥离DNA物质对单色光的响应,用于细胞DNA定量分析,同时合成符合医生诊断习

惯和要求的伪彩色图像.

1 原理

1.1 DNA定量分析原理

通过测定细胞内DNA含量实现细胞DNA定量分析,根据Lambert-Beer定律,吸光度正比与物质的含

量,物质的含量越多,吸收光越多,光的透射越低,其表达式为

A=-lg
I
I0=εbC (1)

式中,I0 为波长为λ的平行、均匀入射光束强度;I是透过目标后的透射光束强度;A 为吸光度;ε为待测组分

的摩尔吸光系数;b为光程;C 为待测组分的物质的量浓度.细胞DNA定量分析方法一般采用相对测量的策

略.假设正常细胞的组织涂片的透射光束强度为In,正常细胞的DNA的量浓度为Cn,正常细胞的DNA的吸

光度为An,待测细胞涂片的透射光束强度为Id,待测细胞的DNA的量浓度为Cd,待测细胞的DNA的吸光

度为Ad,对于相同的测试系统有相同的入射光束强度I0 和相同的光程b,而相同的检测物质有相同的摩尔

吸光系数ε,那么根据Lambert-Beer定律有
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An=-lg
In

I0=εbCn

Ad=-lg
Id

I0=εbCd
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(2)

  将式(2)中的两个等式进行变换有

DI=
Cd

Cn
=
Ad

An
=
lg(Id/I0)
lg(In/I0)

(3)

  式(3)中DI是DNA指数,也是表征癌变程度的医学参数,其表达式为DI=Cd/Cn,正常细胞DI约为1,
当细胞处于分裂期时其DI大约等于2,异常的癌变细胞的DI远大于2.5[7].
1.2 DNA吸光度剥离模型

使用巴氏染色和福尔根染色的宫颈细胞涂片中

含有3种物质:伊红物质、亮绿物质和福尔根物质.
染料的吸收光谱曲线如附图1所示[8].伊红、亮绿的

吸收光谱和福尔根染料的吸收光谱存在着重叠.传
统的DNA定量分析使用一个特定波段的单色光

(一般为570nm),在此光谱段,复染时伊红、亮绿的

吸收同时叠加在福尔根的吸收光密度测量值上面,
因此无法正确测量细胞DNA含量.

根据光谱理论,细胞上任意一点的吸收光谱

y(λ)可以用线性加合数学模型表示

y=c1x1+c2x2+…+cnxn (4)
式中:y表示复染染料的光谱矢量,xi(i=1,2…n)

图1 三种染料的吸收光谱曲线

Fig.1 Theabsorbancecurvesofthreekindsofmaterials

为单种纯染料的光谱,注意到不同的物质应具有不同的光谱矢量,所以xi(i=1,2…n)是相互线性无关的矢

量;n 为染料种数,c=(c1,c2,c3…cn)为未知待测参数,为染料的相对浓度.如果采用矩阵表示,式(4)可以改

写为

y=X×c (5)
式中:X=[x1,x2,…xn],可称为敏感度矩阵,c=[c1,c2,…cn]T 为未知待估参数矢量,或称为待测浓度矢

量.根据多元线性回归方法求得式(5)中向量c的最小二乘解为[9]

c=(XTX)-1XTy (6)
令M =(XTX)-1XT(X 代表矩阵,XT 代表将该矩阵转置,X-1 代表将该矩阵求逆)

式(6)表明:通过纯染料的光谱曲线图(1)可得到式(5)中的矩阵X,然后计算出模型 M.此后,用所有染

料复染待分析细胞,用多光谱成像系统测出它的吸光度图像y(λ),然后依据式(6)计算出各种染料的相对浓

度c,代入式(4)计算每个分量cnxn 即为剥离的每种染料的吸光度,选取波长570nm下计算福尔根染料的

吸光度则可以计算出细胞的DNA含量.
1.3 多波段光谱成像系统

针对本应用,可选择的光谱成像实现方法主要有三种:1)采用基于电声光原理的声光可调谐滤光器

(Acousto-opticTunableFilter,AOTF)或 基 于 偏 振 光 干 涉 原 理 的 液 晶 可 调 谐 滤 光 器(LiquidCrystal
TunableFilter,LCTF)滤光,用电荷耦合器件(ChargeCoupledDevice,CCD)采集滤光后的图像.这类方法的

短板是电控滤光器件的不均匀性、杂散光以及低透过率对滤光影响较大,实现成本较高[10].2)采用薄膜干涉

滤光片制成的电控滤光轮滤光,转动到不同的滤光片,用CCD采集滤光后不同波长的图像.该方法的缺点是

受滤光轮切换速度制约,成像速度较慢[11].彩色图像传感器能利用多通道滤光片和Bayer彩色滤波阵列在一

帧图像中获得R、G和B三个波段的光谱图像[12],该方法成本低,速度快,但对图像传感器的精度要求高,相
机的噪声容易引起测量误差.3)沿用推帚式成像光谱仪的原理,采用棱镜或光栅组合元件在后光学系统进行

光谱分光,利用高精度载物台自动装置驱动进行推扫成像[13].优点是光谱分辨率较高,缺点是成像速度很

慢,成本很高,难以投入实际应用.
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本文提出了一种多波段的光谱成像光源及成像方法,设计几组能发出离散单色光的组合光源,使用黑白

图像传感器获取光谱图像,获取中心波长为λ1、λ2、…、λn 的n 个波段的多光谱图像的流程是:

1)控制入射光发出λ1 的窄带单色光,单色光经过显微成像光学系统后照射到图像传感器的感光阵列

上,此时图像传感器得到中心波长为λ1 的灰度图像.
2)改变入射光的中心波长为λ2,图像传感器输出的图像就是λ2 波段的灰度图像.
3)重复步骤2)的过程,不同的是入射光中心波长依次从λ3 改变为λn,这样就依次获得了λ3 波段到λn

波段的灰度图像.
这样,n 个波段的灰度图像就组成了一组多光谱图像.这种多光谱成像方式具有光谱分辨率高、结构简

单的特点,具有低成本,快速成像,测量精度高的效果,非常适合在此应用.

2 系统设计

2.1 光源设计和成像方法

光源设计如图2所示,组合光源1能够发出一

组离散单色光,经准直镜1准直后以45°角射向半透

半反(50%透过50%反射)镜片,透射的光为有效光

而反射的光被丢弃;在90°位置设置另一组合光源

2,同样发出的第二组离散光经准直后射向半透半反

镜,此时反射的光是有效的,透射的光则被丢弃.两
组光源的有效光组合后经反射镜改变角度进入显微

镜光学成像系统,显微光谱成像系统的波段数由两

组组合光源的波段数相加而来.组合光源采用阵列的

方式设置多个波长不同的LED发光芯片,并且多个
图2 多波段光源设计原理图

Fig.2 Schematicofmulti-bandilluminants'design

LED发光芯片之间采用并联的方式,可独立控制.采用半透半反镜尽管损失了50%的光能量,但因为LED
发光强度很大,仍然能满足实际应用需要.
  单色光的波长选取至关重要,不恰当的波段选取将导致极大的误差[14],在这里组合光源1采用了蓝

(460nm)、绿(520nm)、红(620nm)三色集成的LED,波长准确度为5nm.此三色和人眼视锥细胞感光对

应,便于实现彩色成像,同时是窄带离散单色光,满足Lambert-Beer定律,有利于定量分析,此LED市场也

有现成产品,易于购买.组合光源2则采用了570nm的单色LED,因为福尔根染料在此波长上吸收很强,可
提高计算精度.
  多光谱成像的过程如下:根据待曝光的单色光

数量,按照曝光的时序设定检测相机曝光周期,每个

曝光周期中,针对每一种单色光设计对应曝光时段,
一个曝光时段对应一种单色光,相邻两个曝光时段

之间保留一时间间隔;单色光在曝光时段的起始点

之前被点亮,并持续到曝光时段结束后被熄灭,相邻

两种单色光的曝光时间不重叠.图3第一行表示相

机曝光的时序,高电平表示相机在曝光.第二到四行

表示各个LED(或半导体激光)点亮的时序,高电平

表 示LED被点亮发光.LED在相机曝光前被点亮,

图3 多波段光源和相机曝光时序图

Fig.3 Timing diagram of multi-bandilluminantsand
cameraexposure

并持续点亮到相机曝光完成后才熄灭,此时相机曝光采集的图像是单色LED波长的一个光谱图像,随后立

即被存储,循环进行四次点亮和曝光,存储的四个光谱图像共同形成了被观察样品的四波段光谱图像.
2.2 系统构成

图4为多波段光源的显微光谱成像系统结构示意图.该系统主要由显微镜及自动平台、组合光源和成像

相机构成.
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图4 多波段光源显微光谱成像系统构成

Fig.4 Multi-bandilluminantsmicroscopicspectralimagingsystem

  其中显微镜选用日本奥林巴斯BX43显微镜,该显微镜使用万能无限远光学成像系统和透射科勒照明

光源,能够在整个视野获得平坦、均匀的图像,而且可以轻松连接数字成像相机.在这里对其进行了改造,首
先将显微镜的载物平台进行自动化改造,采用了丝杆传动和步进电机驱动方式,聚焦方式也改制成步进电机

驱动,可实现细胞涂片的自动聚焦和扫描.其次去掉其原装的照明光源,保留了视场光阑、聚光镜、目镜和物

镜等光学成像系统.
组合光源按模块化进行设计,方便光源模块的装调和换修.根据2.1的方案设计了两组组合光源,组合

光源1及准直透镜1设计在同一个模块中,组合光源2将准直透镜2和半透半反镜整合到一个模块.所有模

块都安装到显微镜机架底部,同时将原光源驱动板替换为新的组合光源控制板.
图像 传 感 器 选 用 美 国 安 森 美 半 导 体 公 司 (ON Semiconductor)的 COMS 黑 白 图 像 传 感 器

NOIV1SN5000A,感光阵列尺寸为1英寸,分辨率2592H×2048V,像素大小4.8μm×4.8μm,最大输出

帧率75fps(framespersecond),信噪比为40dB.相机板卡上还设置一个FPGA模块,主要完成图像数据获

取与存储、同步矩阵剥离运算及快速数据传输等功能,通过硬件的方式实时解混叠处理多光谱图像,将处理

完成的图像传送到主机进行后续的DNA含量计算和伪彩色图像合成.

3 实验结果与讨论

3.1 实验条件和方法

1)带宽测试实验:利用LCTF测定本文中选用的四个波段离散光源的实际中心波长和半高宽,以及在

四个波段上图像传感器的特征向量.LCTF选用美国CRI公司的VariSpecTM(VIS-07-35-STD),工作光谱

范围为400~720nm,半峰全宽为10nm,工作孔径为20nm.
首先,测试中心波长为460nm的波段时,光源切换为蓝色LED发光,调谐LCTF的中心波长以1nm

的波长从450nm到470nm,在每一个波长获取原始的未剥离的图像数据,此时计算整帧图像的响应值的平

均值作为测量数据.同样地,测量中心波长为520nm、570nm、620nm的波段时,切换相应的LED发光,

LCTF的调谐范围分别为510~530nm、550~580nm以及600~640nm,使用同样的方法计算这三个波段

响应的平均值作为测量数据.在测量完毕一个光谱波段后,各波段的测量数据组成测量向量,其中每个参数

除以参数中最大的那个,进行归一化处理,而参数最大的那个就是实际的中心波长,通过曲线得到该光源的

实际半高宽.
2)光源同轴性测试实验:以显微测微尺为标尺,以原光源测量参数为标准,检测组合光源平行度和同轴

度是否符合成像系统要求.根据显微镜光学原理,聚光镜可将视场光阑多边形成像在物面上,可用此特性作

为检测手段:若入射光为同轴平行的光线,调整聚光镜使视场光阑成像从模糊到清晰,光斑应是均匀扩散,若
入射光存在偏差则光阑成像过程中光斑会有偏移.使用一块显微测微尺上刻度为0.1μm精度的十字坐标作
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为标尺,检测光斑在测微尺上的偏移情况.首先测量原标准光源的偏移情况,再依次测定两种组合光源,与标

准光源进行对比判定是否合格.
3)图像剥离与合成实验:在复染情况下测试多光谱图像剥离效果和伪彩色图像合成效果.图像剥离和

图像合成需要设定一个固定的光源亮度作为标准.在本文中设定的标准为:空场时,视场中央固定区域

(100pix*100pix)各波段平均灰度值均为220±5.在此标准下调节好各波段光源的亮度,采集四个波段下

的图像,根据模型计算剥离出570nm 波长下福尔根染料吸光度,观察剥离效果;选取460nm,520nm,

620nm作为彩色图像的B、G和R分量合成伪彩色图像,观察图像效果.
4)DNA定量计算准确度验证实验:使用两种方法验证:首先选用小鼠肝脏涂片作为测量标本,测量计算的

DI值是否符合肝细胞多倍体性的特点;其次选择宫颈阳性样本,同时进行制作两张涂片,一张进行福尔根染色

用单波段DNA设备扫描,一张进行复合染色用多光谱成像设备扫描,比较两次测量方法之间的差异.
3.2 实验结果与讨论

3.2.1 带宽测试实验的结果与讨论

  如图5,根据测定的数据可知四个离散光源中

心波长分别为462nm、525nm、570和625nm,符
合其给定的误差范围,而半高宽的波段范围分别为

456~468nm、518~530nm、563~577nm、和615~
634nm,即半高宽为12nm/12nm/14nm/19nm,
在误差范围之内,该实验证明了使用四种LED离散

光源来进行多光谱成像,其发射光是符合要求的窄

带单色光.
3.2.2 光源同轴性测试实验的结果与讨论

调整视场光阑和聚光镜使十字刻度居于光斑中

间,光斑最清晰的位置记为0位,调整聚光镜上下移

动各2个位置,记为±1位,±2位,观察光斑的偏移

量.原标准光源测试结果如图6(a)所示,从-2位到

图5 四种离散光源的相对强度曲线

Fig.5 Therelativeintensitycurvesoffourkinds
ofdiscretelight

+2位调整过程中,光斑都居于刻度中心,各方向偏差不超过2个刻度,以此作为标准;图6(b)为组合光源1
的测试结果,由于该组合光源是在原位置替换掉标准光源,且半透半反镜不会改变透射光的角度,此光源测

量结果与标准光源基本一致,满足要求;组合光源2的光线是经半透半反镜反射后与组合光源1合轴,半透

半反镜的俯仰角及倾斜角会影响合轴效果,因此设置了角度调节机构.图6(c)是组合光源2在调节前的测量

结果,可观察到光斑偏移比较严重,多次调整角度后测量结果如图6(d)所示,偏移情况明显改善,各方向最

大偏差不超过3个刻度,可认为合格.
3.2.3 图像剥离与合成实验的结果与讨论

实验结果如图7,图7(a)~(d)分别是620nm、520nm、460nm和570nm四个波段光源下采集的图像.
可以看出复染情况下多种染料作用导致吸光度互相干扰的问题比较严重,尤其是图(d),570nm波段是传统

福尔根单染下定量分析使用的波段,福尔根染料在此波段吸收峰最强,亮绿和伊红吸收峰较弱,所以图d中

细胞核与胞浆的对比度明显高于其他三个波段,但还是可以清楚看到胞浆轮廓.若直接用此波段在复染情况

下进行DNA定量完全不具可行性,这也佐证了吸光度剥离的必要性.图(e)是在570nm波段下将福尔根染

料吸光度剥离出来后还原的图像,从图像中我们可以观察到剥离还原后的图像几乎仅剩福尔根着色的细胞

核,亮绿和伊红着色的胞浆等则被去除,此图像反映的即是570nm波长下DNA物质的真实吸光度.图(f)是
选取620nm、520nm、460nm作为彩色图像的R、G和B分量合成的伪彩色图像,可以看到图像颜色明亮饱

满、背景干净、细胞核和胞浆的轮廓纹理清晰可见,不同成熟度的细胞显示不同的红绿颜色.将合成的图像发

送给合作医院的病理医生阅片,反馈的意见是该细胞图像背景、胞浆颜色与巴氏染色无明显差别,而细胞核

颜色偏深(原因是复合染色用福尔根染料染细胞核,而巴氏染色用苏木素染料染色),但不会对其TBS诊断

造成干扰和障碍.
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图6 组合光源的平行度和同轴度验证实验

Fig.6 Confirmatoryexperimentofcompositeilluminants'parallelismandcoaxiality

图7 细胞图像

Fig.7 Cellimages

3.2.4 DNA定量计算准确度验证实验的结果与讨论

小鼠肝脏具有实质细胞单一、间质细胞少、肝细胞容易分离等特点,特别是具有多倍体性的特点,即肝

脏内2c、4c、8c等不同倍体的肝细胞共存的现象[15].因此肝细胞涂片是评估DNA定量分析仪性能的很好生

物学样本.正常情况下,三种不同倍体肝细胞DI值应该分别为1、2和4,以测量结果中DI值是否接近1、2、4
来评估其测量结果的准确性[16].本测试中鼠肝标本用福尔根染色,设定扫描鼠肝片标本细胞数量为8000个,
使用本系统多光谱剥离模型计算的DNA指数如图8所示.图8(a)是DNA指数的统计直方图,Y轴为细胞

的数量,X轴为DNA含量(DNA指数),可见大多数细胞分布在DI=1,2,4处,出现明显的2c、4c、8c细胞

峰.图8(b)是DNA指数与细胞核面积构成的散点图,每个点代表一个细胞,散点图中也可见待测细胞基本
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图8 鼠肝片评价结果

Fig.8 Theevaluationresultsusingmiceliverspecimens

分布在DI=1,2,4处.证明计算的DNA指数符合鼠肝细胞多倍体性特征,其测量结果是准确的.
宫颈阳性标本扫描计算结果如图9,图9(a)为普通单波段设备扫描结果,图9(b)为本系统多波段成像

方法扫描结果.由图可见,该标本大多细胞分布在DI=1、2位置,有少量DI>2.5的阳性细胞(红色点标记),
是典型细胞增生及DNA倍体异常的阳性标本.两种方法均可见阳性细胞,图b的散点图和直方图不如图a
单波段设备的饱满,原因是制片时获取的细胞数量较前者少,但图形分布形态相似,检出结果也基本吻合.表

1是DNA指数统计的详细结果:虽然分析细胞总数有差别,但本系统计算的二倍体标准差和变异系数与单

波段的相比差别不大(7.95和7.16),而高倍体的计算则出现了更大的离散性,变异系数从7.1到35.2,而单

波段仅从8.1到10.6.原因是单波段设备只使用了一个光谱波段的原因,误差源更少,精度更高,尤其是对核

面积和灰度值更高的高倍体细胞的计算会更准确.但总体来看,两种方法计算的二倍体和四倍体DI均

值基本都是吻合的,区别仅在于非整倍体和高倍体细胞的计算精度略有差别,而这些细胞均为DI>2.5的阳

图9 两种系统对阳性标本的分析结果对比

Fig.9 Theanalysisresultsofpositivesamplesoftwokindsofsystem
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性细胞,两种方法均可正常检出.因此本方法在筛选癌细胞方面仍然具有较高的准确性和可靠性.
表1 两种定量方法数据对比

Table1 Contrastdataoftwokindsofquantitativemethods

Methods Celltypes Quantity MeanofDI Standarddeviation CV

SinglebandimagingDNA
quantitativeanalysis

Diploidcells
Tetraploidcells
Aneuploidcells
Highploidycells

20696
1464
303
17

1.003
2.123
1.511
3.702

0.072
0.173
0.156
0.394

7.162
8.136
10.328
10.638

Multi-spectralimagingDNA
quantitativeanalysis

Diploidcells
Tetraploidcells
Aneuploidcells
Highploidycells

15767
786
157
8

0.079
1.993
1.501
4.508

0.079
0.142
0.150
1.430

7.950
7.109
10.006
35.248

3 结论

将组合光源融入到显微镜光学系统中,使用吸光度剥离模型从多光谱图像中剥离出真实的吸光度并合

成伪彩色图像.实验结果表明,选用多波段光源组成多光谱显微成像系统是可行的,只要选择合适波段的

LED,无论在光学结构还是成像方法上都可以轻松实现.该方案成本低、实现简单、可扩展性好,能使用高信

噪比的黑白COMS相机提高采集图像的质量和精度.本系统选用四个波段的光源进行三种物质的吸光度剥

离,在其他应用中待检测物质更多且光谱特征差异较大的情况下,适当更换光谱波段和增减波段数量,针对

不同的待检物质建立各自的剥离模型,只需进行少量的更改和更新即可在新的环境下应用,因此在医疗、农
业等领域具有巨大的市场应用潜力.
LED存在结电容,从点亮到发光稳定需耗费一定时间,因此光源的频繁切换必然导致整个多光谱成像

过程速度减慢.进一步研究中还需在如何提高速度方面入手,一方面测试多种不同规格不同工艺的LED灯,
选用发光稳定时间更短的LED灯,另一方面精确优化相机曝光和LED点亮的时序,提高图像采集和处理的

效率,使空闲时间更短,提高整体速度.
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