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本发明涉及显微成像方法，其包含以下步

骤：用照明辐射照明样品(1)并沿着检测轴线捕

获检测辐射，所述检测辐射已经由照明辐射引

起，在第一次时作为宽场信号(WF)且在第二次时

作为复合信号(CI)，所述复合信号已经由共焦图

像和宽场图像的叠加来形成；通过从复合信号

(CI)减去宽场信号(WF)来提取共焦图像，其中使

用校正因子。所述方法的特征在于，为每个执行

的成像和/或为每个成像的样品(1)确定当前校

正因子，并且使用相应的当前校正因子来提取共

焦图像。
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1.一种显微成像方法，包括以下步骤：

用照明辐射照明样品(1)并沿着检测轴线捕获检测辐射，所述检测辐射已经由所述照

明辐射引起，

在第一次时作为宽场信号(WF)，以及

在第二次时作为复合信号(CI)，所述复合信号由共焦信号和宽场信号(WF)的叠加来形

成，

通过从所述复合信号(CI)减去所述宽场信号(WF)来提取所述共焦信号，

其中使用校正因子，

所述方法的特征在于，

为每个执行的成像和/或为每个成像的样品(1)确定当前校正因子，以及

使用相应的当前校正因子来提取所述共焦信号，以及

出于在距所述样品(1)的表面(Ao)一距离处沿着检测轴线所选择的校正平面中确定当

前校正因子的目的，至少一个校正宽场图像和一个校正复合图像各被捕获，其图像数据被

确定并且当前校正因子基于所确定的图像数据来确定，其中所述校正平面的距离选择得这

么较大，使得没有所述表面(Ao)的结构穿过所述校正平面，以及

所述距离选自用于捕获所述检测辐射的物镜镜头的点扩散函数的四到六个半高全宽

的范围。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，至少一个校正宽场图像和一个校正复合图

像各在当前焦平面的前面和后面的校正平面中被捕获。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其特征在于，所述当前校正因子从校正宽场图像和

校正复合图像的平均亮度来确定。

4.根据权利要求1或2所述的方法，其特征在于，为校正图像的每个像素对确定当前校

正因子。
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使用校正因子的显微成像方法

技术领域

[0001] 本发明涉及根据独立权利要求的前序部分的显微成像方法。

背景技术

[0002] 在显微术的技术领域中(例如在生物/技术样品或样品区域的高分辨率三维表示

中)，现有的问题在于用照明辐射的最低可能的强度照射样品，而同时具有可用于高分辨率

检测和成像的高强度的检测辐射。同时，提供图像数据并随后成像应该在最短可能的时间

内实现，理想地实时地来实现。

[0003] DE  10  2014  004  249  A1已经公开了相关的旋转盘显微术的方法。在通过其中公

开的相关的旋转盘显微术来确定样品的形貌的方法中，执行以下步骤：在交替捕获放置在

物体台上的样品的第一图像和第二图像期间，存在物体台和/或聚焦驱动器的垂直移动。在

该过程中，垂直聚焦位置被储存为每个图像的元数据。在其他步骤中插值两个第一图像和

两个第二图像，并且获得中间图像或中介图像。出于为某一垂直位置产生共焦图像的目的，

中介图像通过计算与所述位置处的第二图像或第一图像组合。

[0004] 从WO  97/31282  A1已知，出于产生复合图像和非共焦图像的目的，在照明和/或检

测束路径中使用适当的掩模。通过从这两个图像类型计算，由适当的组合来提取共焦图像。

这允许非常快速的成像。同时，使用高比例的检测光，所以用低强度的照明辐射照明样品是

足够的。

[0005] Neil等人(Neil，M.A.A等人，(1997)，A  light  efficient  optically  sectioning 

microscope；Journal  of  Microscopy  189：114‑117)和Wilson等人(Wilson，T.等人，

(1996)，Confocal  microscopy  by  aperture  correlation；OPTICS  LETTERS  21：1879‑

1881)的出版物同样提出了这样的可能性：通过其可以从复合图像和宽场图像中提取共焦

信号。

[0006] 当计算共焦图像时，可以使用以下公式：

[0007] 共焦信号＝(复合信号)‑n×(宽场信号)。

[0008] 在此，因子n是为成像系统确定一次并在没有改变的情况下应用的校正因子，并且

因子n独立于样品。校正因子用于补偿系统相关的偏差，例如复合信号和宽场信号的光路径

的不同传输值。使用该进程，例如可以沿着下文还称为z轴的检测轴线来捕获图像的堆栈

(z‑堆栈)，并且可以出于三维成像的目的(例如样品的形貌)组合这些图像。

发明内容

[0009] 本发明基于以下目的，提出三维成像的改进选项，特别是使用低照明强度。

[0010] 该目的通过下文所述的显微成像方法来实现。在下文中发现有利的发展例。

[0011] 显微成像方法包含以下步骤：用照明辐射照明样品并沿着检测轴线捕获检测辐

射，所述检测辐射已经由照明辐射引起。在第一次时，检测辐射被捕获作为宽场信号，在第

二次时，检测辐射被捕获作为复合信号，所述复合信号由共焦图像或其信号以及宽场信号
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的叠加来形成。共焦图像通过从复合图像减去宽场图像，并使用校正因子来获得。在此，从

复合信号中减去宽场图像信号，并考虑校正因子。

[0012] 该方法的特征在于，为每个执行的成像和/或为每个成像的样品来确定当前校正

因子。使用相应的当前校正因子来提取相应的共焦图像。

[0013] 令人意外地，发现为最初设想的应用设定一次成像系统的校正因子是完全足够

的；然而，根据本发明的方法不仅减少成像像差而且允许检查新类别的材料。

[0014] 因此，本发明的核心由以下构成：远离独立于样品的校正因子，并为每个测量或每

个样品动态地确定校正因子。

[0015] 基于检测辐射的所捕获的强度最大值，通过采用的评估算法来识别样品的表面。

在宽场图像和复合图像之间的强度比率、或在它们的信号之间的强度比率可能在某些情况

下改变，例如当在样品中出现高对比度和/或在要成像的样品的自发荧光的情况下。由于在

宽场图像和复合图像之间的强度比率的改变，强度最大值可能在样品的实际表面上方或下

方被不正确地标识，或者不正确地计算表面的位置。在此，不正确计算的强度值太高而使得

它们不被识别为伪影，并且因此通过例如噪声截止滤波器无法消除。因此，计算出样品中的

凹陷或升高部，这些实际上不存在。

[0016] 为了分析如上描述的像差，计算出的图像在z轴的方向上布置为一个在另一个上

方(z堆栈)并且从侧边观察该z堆栈(所谓的正视图)。评估沿着z轴的强度分布。在此，认识

到，杂散光相对均匀地或恒定地布置在相对宽的z范围之上(参见图1)。

[0017] 从该发现出发，提出了确定当前校正因子的选项；这些在下文进行更详细地解释。

[0018] 出于在方法的一个配置中距样品的表面一距离处在沿着检测轴线所选择的校正

平面中确定当前校正因子的目的，至少一个校正宽场图像和一个校正复合图像各自被捕

获。校正宽场图像(其还称为校正图像)和校正复合图像的图像数据(信号)被确定，并且基

于所确定的图像数据来确定(例如计算或推断)当前校正因子。

[0019] 出于捕获图像数据的目的，检测物镜镜头的焦点或检测系统的焦点被指引到表面

的期望的位置(期望的z位置)，并且因此限定焦平面。该距离是在焦平面和校正平面之间的

间隔。

[0020] 如果校正平面的距离选择得很大，使得没有表面的结构穿过校正平面，则是有利

的。因此，距离可以选自用于捕获检测辐射的检测物镜镜头或检测系统的点扩散函数的四

个到六个半高全宽的范围。作为示例，距离可以是四个、四又二分之一个、五个或六个半高

全宽。

[0021] 校正宽场图像和校正复合图像被产生，并且在每次测量期间在距表面的足够距离

处被捕获。然后，在如上所指定的公式中使用的样品指定的和当前校正因子从这两个校正

图像来确定。

[0022] 在校正平面和样品的表面之间的距离的变化在一定范围内是可能的，因为杂散光

成分以相对恒定的方式沿z轴分布。此外，产生复合图像的变动是可能的，例如借助于使用

开槽的掩模。还可以使用具有适应性差的针孔尺寸的旋转盘、具有适应性差的针孔尺寸的

微显示器、或者具有适应性差的针孔尺寸的激光扫描显微镜(LSM)。

[0023] 存在确定当前校正因子的各种选项。当前校正因子可以从校正图像的平均亮度来

确定。在此，校正图像中的每一个的灰度值被平均，并且使用计算出的平均值。
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[0024] 代替灰度值的简单算术均数，还可以逐像素地来评估图像。专用的当前校正因子

可以分配到每个图像元件或像素。

[0025] 因为逐像素生成当前校正因子并且在产生图像时使用当前校正因子可导致不连

续性并因此导致伪影，适当的计算滤波器(例如中值滤波器或高斯滤波器)随后必要时应用

于图像数据，以便于使图像数据平滑。因此为校正图像的每个像素对确定当前校正因子。在

此，每个像素对由校正宽场图像的某一像素和与其对应的校正复合图像的像素来形成。

[0026] 方法的其他有利配置由以下构成：在具有样品的表面的期望位置的焦平面的上方

和下方(即，在当前焦平面的前面和后面的校正平面中)记录两个校正图像，并且校正图像

对二者包含在计算中。特别地，该配置可以用在足够透明的样品的情况下。

[0027] 出于进行根据本发明的方法的目的，含有记录至少两个校正图像以确定当前校正

因子的记录流程是有利的。

[0028] 在其他配置中，校正宽场图像从z堆栈计算出，并且用于确定校正因子。作为示例，

使用z堆栈的三维数据来形成平均值。

[0029] 本发明的优点在于以下事实：尤其可以省略在操作启动期间对独立于样品的校正

因子的单个校准。此外，显著更好的信号质量意味着在评估期间省略了滤波步骤，其用于移

除根据现有技术的方法中的随机或系统正和/或负信号增加(异常值)。

[0030] 根据本发明的方法的另一个优点在于，即使在常规的孔径相关的情况下，也能够

自动确定适配的校正因子，因而显著地增加了用户友好性和图像数据的质量。

[0031] 该方法可以特别有利地用于那些图像捕获装置，其中宽场图像和复合图像被分离

地并且连续地捕获，并且特别地作为堆栈记录被存储和处理。

[0032] 根据本发明的方法可以特别有利地用于成像样品表面的形貌。在此，可以特别地

在材料测试和质量控制的领域中使用该方法。作为示例，可以用显著改进的质量来成像已

经用材料移除加工的金属表面。在根据本发明的方法的情况下，表面上的反射和/或尖锐的

过渡不会导致信号升高，或仅导致在小程度上的信号升高。

[0033] 根据本发明的方法的用途开创了甚至检查强烈反射样品(诸如喷漆的样品、例如

诸如生物样品的感光样品，例如诸如许多类型的纸的自发荧光样品)的可能性。

附图说明

[0034] 下面基于附图和示例性实施例更详细地解释本发明。附图中：

[0035] 图1示出了穿过z‑堆栈的截面的示意图(正视图)；

[0036] 图2示出了确定当前校正因子的第一选项的示意图；

[0037] 图3示出了根据现有技术的具有选择的信号曲线的样品表面的示意图；

[0038] 图4示出了根据本发明的方法具有选择的信号曲线的样品表面的示意图；

[0039] 图5示出了根据本发明的方法沿着用材料移除加工的金属表面的z‑堆栈的信号曲

线的图；

[0040] 图6示出了根据现有技术的方法沿着用材料移除加工的金属表面的z‑堆栈的信号

曲线的图；

[0041] 图7示出了根据本发明的方法沿着配备有金属漆的样品的表面的z‑堆栈的信号曲

线的图；
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[0042] 图8示出了根据现有技术的方法沿着配备有金属漆的样品的表面的z‑堆栈的信号

曲线的图；

[0043] 图9示出了根据本发明的方法沿着由纸制成的样品的表面的z‑堆栈的信号曲线的

图；以及

[0044] 图10示出了根据现有技术的方法沿着由纸制成的样品的表面的z‑堆栈的信号曲

线的图。

具体实施方式

[0045] 图1示出了样品1的图像的z‑堆栈的所谓的正视图的示例。在各种情况下，根据公

式“共焦信号＝(复合信号)‑n×(宽场信号)”来计算图像。

[0046] 由箭头和由虚线指示样品1的表面Ao的位置。此外，存在沿x轴的强度最大值的曲

线图。x轴正交于z轴延伸并近似平行于表面Ao。

[0047] 在x轴的大区段之上，表面Ao的特征为强反射和与其连接的强度最大值，近似具有

相同z坐标齐平。在曲线Imax的左手部分的区段中在较高z坐标处发现强度最大值。这可以

意味着凹陷或升高部位于样品1的该区域中，其对应于相关的x坐标，取决于在图1中如何预

先放置坐标系。

[0048] 图2示意性示出了确定当前校正因子n的选项。以示例性方式，沿着z轴绘制的是宽

场信号WF的振幅值和复合信号CI(复合图像)的振幅值。可以在焦平面中识别复合信号CI的

振幅值的最大值(峰值)。作为示例，这个强度最大值Imax表示了样品1的表面Ao(例如，参见

图1)。宽场信号WF的振幅值xWF和复合信号CI的振幅值xCI用z坐标zn确定在校正平面中。当

前校正因子n可以从振幅值xWF和振幅值xCI的比率来确定。

[0049] 图3示意性示出了样品1的测量结果、穿过其表面Ao延伸的凹槽形状的凹陷2。由根

据现有技术的方法所计算的图像数据示出了沿着凹陷2的边缘的高强度峰Imax。因此，在从

其得到的图像中描绘了凹陷2的升高的边缘，但是这样的升高部甚至不存在于实际事实中。

[0050] 相比之下，如果图像数据通过根据本发明的方法来确定，则沿着凹陷2的边缘的强

度峰Imax实质上更低(图4)。凹陷2描绘成没有升高的边缘或仅具有非常小的升高的边缘，

其对应于样品1的实际形貌。

[0051] 在其他图5至10中，通过根据本发明的方法所获得的图像数据沿着与x轴相对的z

轴各绘制为高度值。代替沿着x轴，高度值还可以沿着正交于x轴和z轴延伸的y轴来绘制。

[0052] 图5示出了由金属物质制成的样品1的形貌的图像数据。样品1通过铣削来加工。铣

削工具的单独轨迹可以由在零附近的振幅值的周期性序列来标识。

[0053] 相同样品1的图像数据示出了在方向周期性改变的区域中的强度峰Imax，这没有

再现表面Ao的实际轮廓(图6)。强度峰Imax非常窄的事实已经指示了出现成像像差，而不是

实际表面形式。

[0054] 同样的可见于图7和8中。当使用根据本发明的方法时，识别并描绘配备有金属漆

的样品1的表面Ao，其具有在关于零位置的近似1.5至2μm的扩散的形貌(图7)。相比之下，通

过根据现有技术的方法所创造样品1的形貌具有近似5至超过10μm的扩散(图8)。

[0055] 在由纸制成的样品1的情况下获得非常相似的结果。图9示出了样品1的相对较粗

糙的表面Ao，其具有关于零位置的近似10μm的扩散。
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[0056] 相比之下，当使用根据现有技术的方法时，不正确地发生强度峰导致关于零位置

的30至40μm的扩散。

[0057] 该示例性实施例示出了，由纸制成或具有荧光(自发荧光)表面Ao的样品1可以借

助于根据本发明的方法在它们的形貌方面进行检查。相比之下，根据现有技术的方法不会

导致令人满意的结果或需要附加的步骤以便于减小强度峰。

[0058] 附图标记

[0059] 1     样品

[0060] 2    凹陷

[0061] Ao    (样品1的)表面

[0062] CI   复合信号

[0063] Imax 强度最大值、强度峰

[0064] WF    宽场信号

[0065] xCI   (复合信号CI的)振幅值

[0066] xWF   (宽场信号WF的)振幅值

[0067] Zn    (校正平面的)位置
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图1

图2
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图3
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图4
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图6
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图9

说　明　书　附　图 8/9 页

15

CN 110658617 B

15



图10

说　明　书　附　图 9/9 页

16

CN 110658617 B

16


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007

	DRA
	DRA00008
	DRA00009
	DRA00010
	DRA00011
	DRA00012
	DRA00013
	DRA00014
	DRA00015
	DRA00016


