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(57)摘要

提供了一种用于操作显微镜扫描仪的方法。

对包括样本的目标(6)上一个或多个感兴趣区域

AOI执行第一成像扫描。这包括：沿着图像扫描路

径相对于目标(6)移动检测器阵列(3)，并且在沿

着图像扫描路径的多个位置中的每个位置处获

取目标的图像。在成像扫描期间生成焦点控制数

据，其中，生成焦点控制数据包括：计算在沿着图

像扫描路径的每个所述位置处的焦点评价值。基

于所述焦点评价值，沿图像扫描路径调整检测器

阵列(3)的焦点高度。使用焦点控制数据分析所

述第一成像扫描的功效，并且基于该分析，确定

来自第一成像扫描的一个或多个扫描参数的变

化，以用于执行第二成像扫描。
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1.一种用于操作包括检测器阵列的显微镜扫描仪的方法，所述方法包括：

执行预扫描以生成目标的预扫描图像，其中，所述目标包括样本，并且其中，所述预扫

描的焦点深度超过500微米；

对所述预扫描图像执行自动化图像分析，以产生指示所述样本预期存在于所述目标上

的位置的第一概率图；

对所述目标上的一个或多个感兴趣区域AOI执行第一成像扫描，其中，所述一个或多个

AOI选自所述第一概率图，并且其中，执行所述第一成像扫描包括：

沿着图像扫描路径相对于所述目标移动所述检测器阵列，并且使用所述检测器阵列在

沿着所述图像扫描路径的多个位置中的每个位置处获取所述目标的图像，其中，在所述第

一成像扫描期间获取的每个图像的焦点深度低于3微米；

在所述成像扫描期间生成焦点控制数据，其中，生成焦点控制数据包括：计算在沿着所

述图像扫描路径的每个所述位置处的焦点评价值；

基于所述焦点评价值，沿所述图像扫描路径调整所述检测器阵列的焦点高度；以及

将沿着所述图像扫描路径的所述多个位置中的每个位置处获取的所述目标的图像进

行组合，以形成所述目标的第一图像；

使用所述焦点控制数据分析所述第一成像扫描的功效，并且基于该分析确定来自所述

第一成像扫描的一个或多个扫描参数的变化，以用于执行第二成像扫描。

2.根据权利要求1所述的方法，其中，在包括所述一个或多个AOI的第一扫描区域上执

行所述第一成像扫描，并且其中，确定一个或多个扫描参数的变化包括：选择所述目标上与

所述第一扫描区域不同的第二扫描区域。

3.根据权利要求2所述的方法，其中，分析所述第一成像扫描的功效包括：

识别所述目标上的一个或多个边界位置，在所述一个或多个边界位置处，所述焦点控

制数据指示所述检测器阵列对焦于所述第一扫描区域的边界处；以及

其中，选择第二扫描区域包括：调整所述第一扫描区域以并入所述目标的在所述第一

扫描区域外部且围绕所述一个或多个边界位置的区域。

4.根据权利要求2所述的方法，其中，分析所述第一成像扫描的功效包括：根据所述焦

点控制数据识别所述目标上的一个或多个样本焦点区域，其中，所述焦点控制数据指示所

述检测器阵列对焦在整个所述一个或多个样本焦点区域中；以及

其中，选择第二扫描区域包括：插入所述目标的在所述第一成像扫描期间成像的所述

一个或多个样本焦点区域外部所述样本延伸穿过的区域。

5.根据权利要求4所述的方法，其中，通过将形状拟合应用于所述样本焦点区域的轮廓

来找到被插入的区域的形状。

6.根据前述权利要求2至5中任一项所述的方法，其中，评估所述第一成像扫描的功效

还包括：识别所述目标上的一个或多个不良焦点区域，其中，所述焦点控制数据指示在所述

第一成像扫描期间，所述检测器阵列在整个所述一个或多个不良焦点区域中是离焦的；以

及

其中，确定一个或多个扫描参数的变化包括：调整聚焦过程，以便在所述第二成像扫描

期间获得与来自所述第一成像扫描的对应图像相比在所述一个或多个不良焦点区域内的

不同焦点高度处的所述目标的图像。
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7.根据权利要求1所述的方法，其中，评估所述第一成像扫描的功效还包括：识别所述

目标上的一个或多个不良焦点区域，其中，所述焦点控制数据指示在所述第一成像扫描期

间，所述检测器阵列在整个所述一个或多个不良焦点区域中主要是离焦的；以及

其中，确定一个或多个扫描参数的变化包括：调整聚焦过程，以便在所述第二成像扫描

期间获得与来自所述第一成像扫描的对应图像相比在所述一个或多个不良焦点区域内的

不同焦点高度处的所述目标的图像。

8.根据权利要求7所述的方法，其中，所述第一成像扫描还包括：从所述第一图像导出

所述目标的第二图像，其中，所述第二图像的分辨率小于所述第一图像的分辨率；以及

其中，分析所述第一成像扫描的所述功效还包括：

对所述第二图像执行自动图像分析，以产生预期存在所述样本的所述目标的区域的第

二概率图；以及

识别所述预扫描图像中与所述目标上的位置对应的表面细节，在所述位置处，所述第

一概率图指示预期存在所述样本，并且所述第二概率图指示不存在所述样本；

其中，所述一个或多个不良焦点区域不包括所述目标上的具有所述表面细节的位置。

9.根据权利要求8所述的方法，其中，所述第二图像的分辨率近似等于所述预扫描图像

的分辨率。

10.根据权利要求7至9中任一项所述的方法，其中，所述焦点控制数据包括：在沿着所

述图像扫描路径的每个位置处的所述目标的估计焦面，并且其中，针对沿着所述图像扫描

路径的获取图像的每个位置监测所述检测器阵列的实际焦点高度；以及

其中，识别所述目标上的一个或多个不良焦点区域包括：识别一个或多个位置误差位

置，在所述位置误差位置处，估计的焦面与所述检测器阵列的实际焦点高度之间的差超过

误差阈值。

11.根据权利要求7至9中任一项所述的方法，其中，所述第一成像扫描还包括：根据沿

着所述图像扫描路径获取的图像生成所述目标的第一图像；以及

其中，识别一个或多个不良焦点区域还包括：对所述第一图像的一个或多个子区域执

行自动图像分析，以识别所述第一图像的焦点是否可接受，并且将所述焦点不可接受的所

述目标的每个子区域指定为不良焦点区域，其中，基于所述焦点控制数据选择所述一个或

多个子区域。

12.根据权利要求11所述的方法，其中，所述一个或多个子区域包括所述位置误差位

置。

13.根据权利要求7至9中的任一项所述的方法，其中，在所述第一成像扫描之前，所述

方法还包括：测量所述一个或多个AOI中的至少一个种子位置的对焦位置，并且基于所测量

的所述种子位置的对焦位置，在沿着所述图像扫描路径的一个或多个位置处设置所述焦点

高度。

14.根据权利要求13所述的方法，其中，所述一个或多个扫描参数选自包括以下各项的

组：要成像的所述目标的区域、所述目标上的种子位置的数量以及所述目标上的所述种子

位置的位置。

15.根据权利要求13所述的方法，其中，分析所述第一成像扫描的功效包括：识别针对

一个或多个所述种子位置测量的对焦位置的误差。
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16.根据权利要求15所述的方法，其中，识别所述对焦位置的误差包括：将来自所述第

一成像扫描的所述焦点控制数据与在所述第一成像扫描之前针对所述一个或多个种子位

置测量的对焦位置进行比较。

17.根据权利要求16所述的方法，其中，将来自所述第一成像扫描的所述焦点控制数据

与在所述第一成像扫描之前针对所述一个或多个种子位置测量的对焦位置进行比较包括：

将在所述第一成像扫描期间来自所述种子位置的所述焦点控制数据与在所述第一成像扫

描之前针对所述一个或多个种子位置测量的对焦位置进行比较。

18.根据权利要求13所述的方法，其中，确定来自所述第一成像扫描的一个或多个扫描

参数的变化包括：在所述目标上的所述焦点控制数据指示所述检测器阵列在所述第一成像

扫描期间离焦的位置处，选择新的种子位置。

19.根据权利要求13所述的方法，其中，在多个AOI上执行所述第一成像扫描，其中，通

过在每个所述种子位置处垂直于所述目标的表面的位置范围内，调整所述检测器阵列的焦

点高度，来测量所述对焦位置；以及

其中，分析所述第一成像扫描的功效包括：根据所述焦点控制数据计算所述多个AOI中

的每个AOI中的所述样本的平均焦点高度；以及

其中，响应于发现所述多个AOI中的第一AOI和第二AOI的平均焦点高度之间的间隔超

过阈值距离，确定来自所述第一成像扫描的一个或多个扫描参数的变化包括：修改在监视

所述第一AOI中的种子位置处的对焦位置时所述焦点高度被调整的位置的范围，以排除从

所述第一成像扫描计算出的所述第一AOI的平均焦点高度，其中，针对所述第一AOI计算出

的平均焦点高度超过针对所述第二AOI计算出的平均焦点高度。

20.根据权利要求19所述的方法，其中，针对所述第二AOI计算出的平均焦点高度是来

自包括针对所述多个AOI中的每个AOA计算出的平均焦点高度的组的最低焦点高度。

21.根据权利要求13所述的方法，还包括：

使用所述检测器阵列来对所述目标执行所述第二成像扫描，其中，确定的所述一个或

多个扫描参数相对于所述第一成像扫描的变化被实现。

22.一种包含指令的计算机程序产品，所述指令在使用包括检测器阵列和包括样本的

目标的显微镜扫描仪被执行时，使得所述显微镜扫描仪执行前述权利要求中任一项所述的

方法。
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用于分析扫描功效的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种用于分析使用显微镜扫描仪获取的成像扫描的功效的方法。

背景技术

[0002] 对于病理学载玻片，将组织的活体组织切片固定在作为支撑的石蜡块中。从块中

取出约4μm厚的薄层，放置在载玻片上。然后，对载玻片进行染色以显示感兴趣的组织和背

景组织。通过蒸发除去石蜡，并将保护性盖玻片粘在组织上。通过使用全载玻片成像扫描

仪，组织被扫描到数字文件，以供病理学家检查或供软件算法检查和指示是否存在疾病。通

常，用于数字化图像的像素尺寸为约0.25μm，并且成像的自然孔径将焦点深度限制为约1μ
m。其上固定有组织的载玻片是不平坦的，误差在1μm内。完美制造的载玻片的标准方程表

明，载玻片将在其自身重量下弯曲约2μm，并且由于载玻片的制造和安装导致的变形可能产

生大得多的误差。通常，组织本身不总是具有均匀的厚度，组织的一些部分被切成比其它类

型薄，或者组织被切成楔形。

[0003] 如果全载玻片成像扫描仪不扫描焦点深度内的组织，则焦点深度外的那些区域将

不适于诊断或者可能在诊断中产生错误。因此，全载玻片成像扫描仪通常具有诸如由

US9116035所述的聚焦跟踪机构，以实现跨所有组织的正确聚焦。然而，由于许多原因，组织

的聚焦的跟踪可能在整个组织上不是完美的。

[0004] 一旦已经扫描了载玻片，就可以通过分析扫描图像来确定关于扫描质量的良好程

度的多个方面。例如，通过检查在诸如细胞的组织物的边缘处的梯度，可以分析组织聚焦的

程度。对于整个载玻片，这需要相当大的处理能力。具有0.25μm像素的典型15×15mm区域将

具有3.9千兆个像素。在压缩之前，RGB图像将是11Gb的数据。详细检查完整的图像(例如在

US2019/0266726A1中出现的)将是缓慢的。

[0005] 希望能够在成像扫描完成之后立即快速检查图像。如果在载玻片仍在扫描仪中时

识别出扫描中的错误，则可以改变扫描条件并执行第二扫描，该第二扫描将不具有第一扫

描的错误。该第二扫描可以具有仅被调谐到该载玻片类型的控制参数，或者其可以具有不

同的开始条件，但是通常可以调整控制参数以改进扫描。在载玻片仍在扫描仪中时检查整

个3.9千兆个像素图像可能是不实际的。本发明在找到更快和更有效的用于分析扫描图像

的功效的方法的背景下进行，以便在需要的情况下可以执行第二扫描，该第二扫描校正在

第一扫描中发现的任何缺陷。

发明内容

[0006] 本发明的第一方面提供了一种用于操作包括检测器阵列的显微镜扫描仪的方法，

该方法包括：对目标上的一个或多个感兴趣区域AOI执行第一成像扫描，其中，目标包括样

本，并且其中，执行第一成像扫描包括：沿着图像扫描路径相对于目标移动检测器阵列，并

且使用检测器阵列在沿着图像扫描路径的多个位置中的每个位置处获取目标的图像；在成

像扫描期间生成焦点控制数据，其中，生成焦点控制数据包括：计算在沿着图像扫描路径的
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每个所述位置处的焦点评价值；以及基于所述焦点评价值，沿图像扫描路径调整检测器阵

列的焦点高度；使用焦点控制数据分析第一成像扫描的功效，并且基于该分析，确定来自第

一成像扫描的一个或多个扫描参数的变化，以用于执行第二成像扫描。

[0007] 因此提供了一种改进的方法，其使用在成像扫描期间生成的焦点控制数据来分析

成像扫描的功效。传统上，仅为了执行成像扫描的目的而生成焦点控制数据，而从成像扫描

产生的图像将被查看以评估扫描是否成功。相反，上述方法使用焦点控制数据来分析成像

扫描的功效。这可以通过多种不同的技术(如将要讨论的)来实现，并且这些技术中的每一

种都有助于快速且有效的结果，而不会对计算机处理资源提出高要求。该结果可以是对来

自第一成像扫描的一个或多个扫描参数的变化的确定，使得可以在第二成像扫描中采取校

正动作。这确保了用户可以以最小的延迟获得目标的高质量扫描图像。

[0008] 在特别期望的实施方式中，在包括所述一个或多个AOI的第一扫描区域上执行第

一成像扫描，并且确定一个或多个扫描参数的变化包括：选择目标上与第一扫描区域不同

的第二扫描区域。这可以是例如焦点跟踪数据指示最初选择的一个或多个AOI太小以至于

不能完全捕获由样本占据的目标区域的情况。病理学家通常希望捕获扫描图像内的整个样

本，因此如果分析表明第一扫描区域太小，则相应地增加扫描区域是有利的。然而，成像扫

描是耗时的，因此为了减少第二成像扫描所需的时间，期望仅将第二扫描的扫描区域增加

到包含样本所需的量。因此，分析第一成像扫描的功效优选地包括：识别目标上的一个或多

个边界位置，在一个或多个边界位置处，焦点控制数据指示检测器阵列主要对焦于第一扫

描区域的边界处；以及选择第二扫描区域优选包括：调整第一扫描区域以并入目标的在第

一扫描区域外部且围绕一个或多个边界位置的区域。第一扫描区域可以增加包围边界位置

的预设量，以试图包含第一扫描区域外部的样本的轮廓。替代地，可以对目标上的样本的形

状进行数学预测。特别地，分析第一成像扫描的功效可以包括：根据焦点控制数据识别目标

上的一个或多个样本焦点区域，其中，焦点控制数据指示检测器阵列主要对焦在整个一个

或多个样本焦点区域中；以及选择第二扫描区域可以包括：插入目标的在第一成像扫描期

间成像的一个或多个样本焦点区域外部样本延伸穿过的区域。可以通过对样本焦点区域的

轮廓应用形状拟合，诸如对从焦点控制数据确定的组织边缘拟合圆或弧或样条曲线，来找

到被插入的区域的形状。这使得能够对样本延伸到第一扫描区域外部的位置进行更智能的

估计，使得扫描区域延伸覆盖样本所必需的量，而不会在目标的不存在样本的区域上延伸。

[0009] 评估第一成像扫描的功效优选地还包括：识别目标上的一个或多个不良焦点区

域，其中，焦点控制数据指示在第一成像扫描期间，检测器阵列在整个一个或多个不良焦点

区域中是离焦的。不良焦点区域可以在确定第二扫描区域的过程中使用。替代地或另外，确

定一个或多个扫描参数的变化可包括：调整聚焦过程，以便在第二成像扫描期间获得与来

自第一成像扫描的对应图像相比在目标的一个或多个区域(如，一个或多个不良焦点区域)

内的不同焦点高度处的目标的图像。在对焦点控制数据的分析指示在第一成像扫描期间在

一个或多个AOI中检测器阵列没有被适当地聚焦在样本上的情况下，可能发生这样的情形。

然后确定新聚焦过程形式的扫描参数的变化，使得在第二成像扫描期间，检测器阵列在这

些区域内具有不同的焦点。

[0010] 通常，在第一成像扫描之前进行预扫描，该预扫描在大得多的焦点深度处执行，以

便获得目标的低分辨率图像，从该低分辨率图像中可以选择一个或多个AOI。特别地，该方
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法优选地还包括：执行预扫描，以生成目标的预扫描图像，其中，预扫描的焦点深度超过500

微米，并且其中，在第一成像扫描期间获取的每个图像的焦点深度低于3微米；以及对预扫

描图像执行自动化图像分析，以产生指示样本预期存在于目标上的位置的第一概率图，其

中，一个或多个AOI选自第一概率图。已经发现，执行预扫描以识别一个或多个AOI的这个过

程特别快速和有效，使得能够设置可以执行第一成像扫描的参数。

[0011] 检测器阵列优选地包括光电检测器阵列，通常被布置为窄的CCD条。这样，检测器

阵列通常是行检测器，但它也可以是2D相机。第一成像扫描通常还包括从沿着所述图像扫

描路径获取的图像生成目标的第一图像。这样的图像可以对应于由检测器阵列沿着图像扫

描路径获取的各个图像或“行”中的每一个的组合。因此，第一图像可以具有相对高的分辨

率，因此需要相当多的计算机处理资源来加载。因此，优选地，从第一图像导出目标的第二

图像，其中第二图像的分辨率低于第一图像的分辨率。用户可以查看第二图像以获得低放

大率的目标的“快照”，而不需要由计算系统加载第一图像中存在的附加数据。有利地，该第

二图像可以进一步用于帮助识别先前描述的一个或多个不良焦点区域，因为与用于选择一

个或多个AOI的预扫描图像相比，它将具有小得多的焦点深度。因此，可能在预扫描图像中

可见并且被错误地识别为对应于样本区域的目标上的诸如污垢或划痕的表面细节将可能

不会出现在第一或第二图像中。因此，这对识别该表面细节是有帮助的，从而不会不必要地

在目标的被表面细节遮挡且可能不存在样本的区域上执行第二扫描。因此，分析第一成像

扫描的功效可以进一步包括：对第二图像执行自动图像分析，以产生预期存在样本的目标

的区域的第二概率图；以及识别预扫描图像中与目标上的位置对应的表面细节，在该位置

处，第一概率图指示预期存在样本，并且第二概率图指示不存在样本；其中，一个或多个不

良焦点区域不包括目标上的具有所述表面细节的位置。第二图像的分辨率优选地等于或近

似等于预扫描图像的分辨率。这使得能够使用与用于生成第一概率图的算法相同或类似的

算法来生成第二概率图，而不用承担更多的处理资源。这也使得能够在第一概率图和第二

概率图之间进行有效比较，以便识别表面细节。

[0012] 焦点控制数据还可以包括针对目标的估计焦面(也称为“目标高度”)和/或检测器

阵列的实际焦点高度。因此，根据该数据，可以识别检测器阵列的位置和期望在第一成像扫

描期间获取的任何图像的位置之间的差异。这个差异是已知的位置误差。可存在对位置误

差的容许偏差，但是当超过该容许偏差时，可以识别相应的位置以用于执行第二成像扫描。

例如，焦点控制数据可以包括在沿着图像扫描路径的每个位置处的目标的估计焦面，并且

可以针对沿着图像扫描路径的获取图像的每个位置监测检测器阵列的实际焦点高度。识别

目标上的一个或多个不良焦点区域可以包括：识别一个或多个位置误差位置，在位置误差

位置处，估计的焦面与检测器阵列的实际焦点高度之间的差超过误差阈值。误差阈值通常

近似等于或大于检测器阵列的焦点深度。

[0013] 如背景技术部分中所讨论的，用于分析图像质量，尤其是分析样本是否充分聚焦

在图像中的自动图像分析技术是已知的。然而，这样的技术通常是计算密集的，因此是耗时

的。因此，希望限制应用了这种技术的图像区域，以便排除已知对焦的图像区域。分析图像

的过程然后可以被限制到剩余区域，在该剩余区域中，焦点被认为是不良的或未知的。有利

地是，这可以通过使用焦点控制数据来实现。特别地，第一成像扫描还可以包括从沿着图像

扫描路径获取的图像生成目标的第一图像，如先前所讨论的。识别一个或多个不良焦点区
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域然后可以进一步包括：对第一图像的一个或多个子区域执行自动图像分析，以识别第一

图像的焦点是否可接受，并且将其中焦点不可接受的目标的每个子区域指定为“不良焦点

区域”，其中，基于焦点控制数据选择一个或多个子区域。优选地，一个或多个子区域包括位

置误差位置。还可以基于由位置误差位置占据的目标的区域来确定一个或多个子区域。

[0014] 确定一个或多个扫描参数的变化可以包括调整用于第二成像扫描的聚焦过程，如

先前所讨论的。该聚焦过程可以依赖于对目标上的至少一个种子位置的对焦位置的测量。

特别地，在第一成像扫描之前，该方法通常还包括测量一个或多个AOI中的至少一个种子位

置的对焦位置，并基于所测量的种子位置的对焦位置，在沿着图像扫描路径的一个或多个

位置处设置焦点高度。因此，变化的一个或多个扫描参数可以选自包括以下的组：要成像的

目标的区域、目标上的种子位置的数量以及目标上的所述种子位置的所述位置。此外，分析

第一成像扫描的功效可包括：识别针对一个或多个种子位置测量的对焦位置的误差，这可

通过比较来自第一成像扫描的焦点控制数据与在第一成像扫描之前针对一个或多个种子

位置测量的对焦位置来执行。例如，将来自第一成像扫描的焦点控制数据与在第一成像扫

描之前测量的一个或多个种子位置的对焦位置进行比较可以包括：将在第一成像扫描期间

的来自种子位置的焦点控制数据与在第一成像扫描之前测量的一个或多个种子位置的对

焦位置进行比较。通常沿着图像扫描路径调制检测器阵列的焦点高度，以便基于所获取的

焦点控制数据来跟踪目标的估计的焦面。因此，在第一成像扫描期间，检测器阵列的焦点高

度将不必到达种子位置的测量的对焦位置，然而，如果焦点高度显著不同(例如，差高于阈

值间隔)，则对焦位置可被识别为错误的。在沿着图像扫描路径的一个或多个位置处的焦点

高度基于所测量的种子位置的对焦位置，因此如果发现该对焦位置是错误的，则这通常将

影响成像扫描的功效。然后，确定来自第一成像扫描的一个或多个扫描参数的变化可以包

括：在目标上的焦点控制数据指示检测器阵列在第一成像扫描期间离焦的位置处，选择新

的种子位置。

[0015] 可以在多个AOI上执行第一成像扫描，并且通过在每个种子位置处垂直于目标的

表面的位置范围内，调整检测器阵列的焦点高度，来测量对焦位置。如果由于载玻片倾斜、

载玻片变形、组织的厚度变化而导致这些中的每一个的平均焦点不相似或不在预期的容许

偏差内，则可以假设在成像扫描期间，检测器阵列将不能正确地聚焦在AOI中的至少一个中

的样本上。因此，分析第一成像扫描的功效可以包括：根据焦点控制数据计算每个所述AOI

中的样本的平均焦点高度。然后，响应于发现第一所述AOI和第二所述AOI的平均焦点高度

之间的间隔超过阈值距离，确定来自第一成像扫描的一个或多个扫描参数的变化可以包

括：修改在监视第一AOI中的种子位置处的对焦位置时焦点高度被调整的位置的范围，以排

除从第一成像扫描计算出的第一AOI的平均焦点高度，其中，针对第一AOI计算出的平均焦

点高度超过针对第二AOI计算出的平均焦点高度。AOI的最低焦点水平通常将给出正确的组

织焦点水平的良好指示。因此，针对第二AOI计算出的平均焦点高度优选是来自包括针对每

个AOI计算出的平均焦点高度的组的最低焦点高度。该技术使得能够确定第二成像扫描的

参数，从而正确地对每个AOI成像。

[0016] 一旦设置了第二成像扫描的参数，具体地，确定了来自第一成像扫描的一个或多

个扫描参数的变化，就可以执行第二成像扫描。因此，该方法通常还包括使用检测器阵列执

行目标的第二成像扫描，其中，确定的一个或多个扫描参数相对于第一成像扫描的变化被
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实现。

[0017] 本发明的第二方面提供了一种包含指令的计算机程序产品，当使用包括检测器阵

列和包含样本的目标的显微镜扫描仪来执行该指令时，该指令使得显微镜扫描仪执行第一

方面的方法。第二方面具有与结合第一方面所讨论的类似的特征和优点。

[0018] 显微镜扫描仪通常是明视场显微镜扫描仪，优选地仍然是虚拟显微镜，并且计算

机程序产品通常对应于非瞬态计算机可读介质，诸如硬盘驱动器。目标可以采取多种形式，

然而，优选地，目标包括生物组织样本。目标优选地在表面高度上没有显示出显著的变化，

因此基本上是平的。例如，目标可以是已经被切片并保留在平的玻璃载玻片之间的染色的

组织提取物。

附图说明

[0019] 现在将参考以下说明来讨论本发明的实施例，其中：

[0020] 图1是根据本发明的实施例操作的显微镜扫描仪的示意图；

[0021] 图2是表示本发明的实施例的流程图；

[0022] 图3是示出根据本发明的实施例的用于分析成像扫描的功效的过程的流程图；

[0023] 图4A是根据本发明的实施例获取的预扫描图像的示例；

[0024] 图4B是根据本发明的实施例获取的第二图像的示例；

[0025] 图5A是根据本发明的实施例识别的目标上的不良焦点区域的第一示例；以及

[0026] 图5B是根据本发明的实施例识别的目标上的不良焦点区域的第二示例。

具体实施方式

[0027] 在图1中示出了明视场显微镜扫描仪1的示例。该显微镜扫描仪1包括扫描头2，该

扫描头2包括线性光电检测器阵列形式的行扫描仪3。扫描头2还包括可调焦点系统4和预扫

描相机12。提供了压板5，在该压板5上定位有包含样本的病理载玻片形式的目标6。驱动机

构7将扫描头2连接到轨道8，使得扫描头可以相对于目标6移动，如箭头9所示。轨道8还可以

允许扫描头2横向移动(垂直于扫描头2的光轴11和扫描方向9)，以对相邻条带进行成像。使

用计算机系统10形式的电子控制器控制显微镜扫描仪1。在图1中还提供了坐标轴，以供下

面的示例参考。纵坐标z轴与扫描头2的光轴和目标6的焦点高度对准，而横坐标x轴表示扫

描方向(平行于图1中的箭头9)。目标6的表面在xy平面中对准，并且可调焦点系统4的透镜

可沿z轴移动。在替代示例中，扫描头2保持静止，而目标6在xy平面中移动，以便在扫描过程

中实现扫描头2和目标6之间的相对运动。预扫描相机12还可以形成与扫描头2分离的单元，

并且可以独立于扫描头2操作。

[0028] 现在将参考图2至图5描述执行根据本发明的实施例的方法的显微镜扫描仪1的操

作。该方法开始于步骤100(图2)，在步骤100，执行预扫描以获取目标6的预扫描图像。扫描

头2沿着轨道8来回移动，以使用预扫描相机12获取目标6的图像。预扫描相机12被配置为在

1mm的焦点深度处获取目标的图像，该焦点深度明显高于样本的厚度(通常在2μm至10μm之
间)。因此，在预扫描期间不调整预扫描相机12的焦点高度，并且以相对低的分辨率(例如

1200dpi(47行/mm))快速产生预扫描图像。预扫描图像提供目标6上的样本的轮廓的概览，

从该概览可以选择一个或多个感兴趣区域AOI以用于在第一成像扫描期间成像。成像扫描
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以比预扫描慢得多的速度进行，因此期望在成像扫描期间仅对目标6上存在样本的那些区

域成像。可以排除目标的“空白”或“空”区域。在步骤101，使用常规软件处理预扫描图像，以

便将其中样本在预扫描图像中可见的每个区域识别为AOI。更具体地，使用预扫描图像的自

动图像分析来产生指示样本预期存在于目标上的位置的第一概率图，以从第一概率图选择

一个或多个AOI。通常，可选择AOI的边界以便恰好位于(如从预扫描图像识别的)样本的外

边缘外部，使得样本完全包含在AOI内。然后，可以使用计算机系统10向用户显示具有划定

的一个或多个AOI的预扫描图像。可选地，如果需要，用户然后可以使用计算机系统手动调

整一个或多个AOI的边界。

[0029] 然后，该方法进行到步骤102，在步骤102，在每个AOI内(通常在AOI的中心)在xy平

面中选择种子位置，并且使用行扫描仪3在该位置测量样本的焦点高度。可调焦点系统4的

焦点高度在焦点高度的预定范围内变化，以便以约1μm的焦点深度在沿着z轴的多个不同的

焦点位置处从目标6获得图像信息。然后，通过使用焦点评价值形式的焦点参数，从每个焦

点位置处的图像信息计算对焦位置。通常，焦点评价值是图像内的复杂度的数值度量，其

中，值越大，图像中的细节越详细。更准确对焦的图像具有相应的更高的评价值。然后，将具

有最高评价值的焦点高度存储为针对种子位置的测量的对焦位置，并且对识别的任何剩余

的种子位置重复该过程。

[0030] 计算扫描头2将移动经过的图像扫描路径，使得行扫描仪3对一个或多个AOI的整

个表面进行成像。行扫描仪3沿图像扫描路径移动到起始位置，并聚焦在相应AOI的对焦位

置。然后，第一成像扫描在步骤103开始，在步骤103，行扫描头2移动经过图像扫描路径，并

且获得目标6上的多个相邻位置的图像。对于每个位置，记录焦点控制数据，该焦点控制数

据包括：行扫描仪3的焦点评价值、对焦水平的位置的估计以及行扫描仪3的实际焦点高度。

可以使用本领域已知的技术(如US9116035B2中所描述的)来计算估计的对焦水平。在沿着

图像扫描路径的每个xy位置之间，在估计的对焦位置的方向上调整行扫描仪3的焦点高度

或者将行扫描仪3的焦点高度调整到估计的对焦位置。以这种方式在一个或多个条带中对

目标6进行成像，直到每个AOI都被完全成像。然后，在步骤104，将由行扫描仪3获取的各个

图像组合在一起以形成目标的第一图像。

[0031] 期望第一图像包括在xy平面上的整个样本，并且始终对焦。然而，在前述方法步骤

中可能发生许多误差，这阻碍了这种情况的发生。然后，在步骤105，分析第一成像扫描的功

效(其可以被认为是第一成像扫描产生预期结果的程度)。该分析可以包括用于检查相应标

准的任意数量的单独子过程，其示例将参考图3进一步详细讨论。然而，通常，该分析涉及关

于以下项的评估：成像的目标上的区域是否充分覆盖由样本占据的目标6的区域，和/或样

本是否在整个图像中正确聚焦。重要的是，参考在第一成像扫描期间获取的焦点控制数据

来执行该过程。这种分析不需要计算，因此可以以时间高效的方式有效地识别第一成像扫

描中的误差。如果识别出任何误差，则在步骤106确定扫描参数的变化，从而可以在第二成

像扫描中校正这些变化。然后在步骤107，利用扫描参数(诸如，所使用的聚焦过程或成像的

目标6的区域)的相关变化执行第二成像扫描，以便提高成像扫描的功效。

[0032] 现在将参考图3的流程图更详细地讨论图2的实施例。在步骤201，执行第一成像扫

描，使得使用行扫描仪3对每个AOI成像。这相当于图2中的步骤103。然后该方法进行到步骤

202，在步骤202，计算机系统10执行一系列测试中的第一个，以分析第一成像扫描的功效。
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询问在第一成像扫描期间是否对多于一个AOI成像，并且如果答案为“是”，则该方法进行到

步骤203，否则进行到步骤205。

[0033] 如果由于载玻片倾斜、载玻片变形、组织的厚度变化导致AOI的平均焦点高度彼此

不相似或不在预期的容许偏差内，则可以假定AOI中的至少一个将不具有正确的焦点。通

常，行扫描仪3将错误地聚焦于目标6的盖玻片顶部上的某物，并且如果在盖玻片顶部上存

在足够的细节，则其将看起来已经被扫描。在这种情况下，焦点水平之间的盖玻片厚度差通

常为约170μm。因此，在步骤203，评估每个AOI的平均焦点是否与容许偏差相匹配。找到具有

最低平均焦点高度的AOI，并且将容许偏差设置在与最低平均焦点高度相差的阈值差内。阈

值可以根据应用来设定，但是它通常超过样本的厚度，在这种情况下为20μm。更一般地，阈

值通常可以在10μm至30μm的范围内选择。如果每个AOI的平均焦点均低于该阈值，则可以假

定行扫描仪3没有聚焦在盖玻片的区域上，并且该方法进行到步骤205。否则，如果AOI的平

均焦点超过阈值，则该方法进行到步骤204。在步骤204，确定来自第一成像扫描的扫描参数

的变化，以执行第二成像扫描。特别地，确定聚焦过程中的变化。AOI的最低平均焦点高度将

给出正确的组织焦点水平的良好指示。这使得能够在步骤204执行新的扫描，但是因为现在

已知近似的焦点水平，所以在步骤102为每个种子位置搜索的焦点高度的范围可以被限制

到例如先前找到的阈值焦点范围内。这确保了行扫描仪3在第二成像扫描期间不会聚焦在

盖玻片上，从而提高了扫描的功效。

[0034] 在步骤205，生成焦点评价组织图，其指示在前一成像扫描期间针对沿着图像扫描

路径的每个位置计算的焦点评价值。根据焦点评价值，可以确定行扫描仪3在哪里对焦。在

存在组织的位置，即使在稍微离焦的区域上，焦点评价值也将较大。这给出了组织存在的位

置的替代图。如果在第一成像扫描期间成像的第一扫描区域的边缘处记录了高的焦点评价

值，则可以假设AOI被设置得太小而不能捕获所有组织。在步骤206，识别在AOI的边界处焦

点评价值高于阈值数量的任何“边界位置”。如果识别出一系列相邻的边界位置，其指示第

一扫描区域太小而不能捕获样本，则该方法进行到步骤207。

[0035] 在步骤207，通过计算比第一扫描区域覆盖更大部分的目标的第二扫描区域来确

定扫描参数的变化。第二扫描区域可以仅仅是对不够大的第一扫描区域的边界的小的增

加，或者是样本形状的数学预测，诸如将圆或弧或样条曲线拟合到根据焦点评价组织图确

定的组织边缘。期望的是，不要不必要地增加扫描区域以便覆盖其中可以假定不存在样本

的目标区域，因为这将不必要地增加扫描时间。可选地，如果已知用户改变了边界位置处的

AOI边界，那么可以假定用户不期望扫描所有组织。否则，然后在新的扫描区域上执行第二

成像扫描，以便对未包括在第一成像扫描中的位置中的样本进行成像。

[0036] 如果焦点评价图没有指示第一扫描区域太小而不足以捕获样本，则该方法从步骤

206进行到步骤208。在步骤208，识别预扫描图像中可见的任何表面细节。这是通过将预扫

描图像与从第一成像扫描获取的成像数据进行比较来实现的。从步骤104(图2)可以回想

起，产生了与在成像扫描期间获取的各个图像的组合对应的目标的第一图像。该图像将具

有与预扫描图像完全不同的数值孔径，并且因此具有与预扫描图像完全不同的焦点深度。

预扫描图像将具有较大的焦点深度，该较大的焦点深度表示载玻片和盖玻片的表面上的缺

陷(诸如，灰尘和划痕)处于对焦状态，而成像扫描的小的焦点深度表示载玻片和盖玻片的

表面上的灰尘和划痕不处于对焦状态。然而，在可以将来自第一成像扫描的成像数据与预
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扫描图像进行比较之前，第一图像的分辨率被按比例缩小到与预扫描图像相似或相同的分

辨率。

[0037] 典型的全载玻片成像图像文件包含多层图像，每层图像的分辨率不同。这使得图

像查看应用程序能够缩小图像并在图像周围移动，而不必访问大量数据。例如，如果图像文

件具有0.25μm的像素，并且查看应用程序示出2000×3000个像素，以示出这需要读取6M个

像素，其在未压缩的情况下是18M字节的数据。在压缩的情况下，这可能仅是2M字节的数据。

如果要求观看者在较低分辨率“缩小”下显示较大区域，例如10x区域，则从0.25μm的像素数

据读取该区域将需要60M个像素或20M字节的压缩数据。为了避免这种情况，通常，文件包含

接近所需分辨率的附加图像。例如，其可具有比观察者可读取并用于显示的全0.25μm分辨

率数据低8倍的分辨率的图像。这将使观察者仅能读取大约8M个像素或3M字节的数据。这种

布置如何操作是无关紧要的，然而，从高分辨率(HR)数据导出的这种较低分辨率数据的存

在使得能够快速访问分辨率比全扫描分辨率低的图像数据。该低分辨率数据在此将被称为

目标的“第二图像”，并且在步骤208被分析以识别表面细节。第二图像通常具有与预扫描图

像相似或相同的分辨率。例如，这些图像的分辨率可以在两倍的范围内。然后，第二图像可

以分辨与预扫描图像相似尺寸的特征，并且可以比HR“第一图像”快得多地被处理(例如快

大约4000倍)。

[0038] 图4A示出了目标的预扫描图像的示例，在图像的中上部示出了两个划痕。从第一

图像得到的、具有与预扫描图像相似或相等的分辨率的对应的第二图像在图4B中示出，并

且没有示出这些划痕。将回想到，在步骤101中生成预扫描图像的第一概率图，以便识别一

个或多个AOI。在步骤208中，以类似的方式生成概率图(本文中称为“第二概率图”)，但使用

目标的第二图像来识别图像的明显示出了样本的区域。然后从第一概率图中减去第二概率

图，以示出目标的其中表面细节在第一图像中可见的区域。

[0039] 然后，该方法从步骤208进行到步骤209，在步骤209，分析来自第一成像扫描的焦

点控制数据，以识别一个或多个“不良焦点区域”，在该不良焦点区域中，行扫描仪3没有聚

焦在样本上。这可通过识别目标上的在第一成像扫描期间焦点评价值低于阈值数的位置来

实现。可以预期，针对目标上的发现表面细节的位置记录的焦点评价值可以低于该阈值。这

样的位置可能仅被成像，因为它们在步骤101中未被正确地识别为具有组织，因此不必在这

些位置重复成像扫描。然而，如果剩余一个或多个不良焦点区域(除表面细节位置之外)，那

么方法进行到步骤210。可选地，如果不良焦点区域具有最小尺寸，例如在任何方向上至少

具有0.5mm的长度，则该方法仅从步骤209进行到步骤210，否则进行到步骤211。可选地，最

小尺寸可以由计算机系统10的用户设置。在步骤210，确定新的聚焦过程，用于执行第二成

像扫描。在这种情况下，确定应当在一个或多个不良焦点区域内重复第一成像扫描，但是该

第一成像扫描以在步骤101针对附加种子位置找到的对焦位置进行。在这些附加位置处测

量对焦位置的情况下，第二成像扫描将继续进行，其中，行扫描仪3在一个或多个不良焦点

区域上的不同焦点高度处对目标进行成像。

[0040] 如果步骤209的结果是没有剩余的不良焦点区域，则该方法进行到步骤211。对于

沿着图像扫描路径的每个位置，当获取图像时，焦点控制数据提供了对样本的正确焦点高

度(也称为“焦面”)的估计，以及行扫描仪3的实际焦点高度的记录。由此，可以确定扫描仪

聚焦在组织焦点的一个焦点深度之外的位置，从而使得能够识别已知焦点错误的组织区
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域。这在组织的最边缘处可能更典型，因为扫描仪必须在接近组织时预测组织的焦点所在

位置。由于许多因素，诸如组织在边缘处更薄或更厚或者载玻片变形，而导致预测是错误

的，并且当扫描仪到达组织时，在经过透明载玻片之后，焦点机构识别出预测误差，但是它

可能花费少许距离来校正预测误差。可能发生的产生这种焦点跟踪误差的其它条件可以包

括快速改变组织焦点，诸如当组织折叠在其自身上或弯曲时。

[0041] 在步骤211，创建位置误差图，在该位置误差图中，识别出所有这样的组织区域：对

于这些区域，行扫描仪3的实际焦点高度偏离样本的实际焦面至少1μm，或者正确的焦点高

度是未知的。图5A示出了目标的图像，其中，透明载玻片被示为白色，而对焦的样本区域被

示为灰色。将不良焦点区域(其中位置误差超过1μm或焦点是未知的)显示为黑色。将存在对

位置误差的容许偏差，但是当误差太大时，可以认为该误差是不可接受的。在识别了以黑色

示出的区域之后，可以在步骤213例如使用类似于(较早讨论的)US2019/0266726中描述的

算法来执行限于这些区域的第一图像的质量的自动分析。可以替代地使用其他自动分析技

术，包括2D标准偏差、梯度分析和边缘滤波(如本领域已知的)。分析结果将是图像的焦点对

于用户的目的(通常用于执行病理评估)是可接受的，或者是不可接受的。尽管图像分析过

程通常在计算上要求高，但是因为现在仅需要第一图像的一小部分用于分析，因此它可以

相对快速地完成。在图5A的示例中，需要检查少于1％的图像。替代地，可以只检查焦点未知

的组织区域的HR“第一图像”，这意味着以这种方式分析图像的更小部分。

[0042] 图5B提供了目标图像的第二示例，除了(在执行了上述图像分析技术之后)现在被

识别为具有可接受的焦点质量的区域也是灰色之外，该目标图像与图5A的目标图像相同。

如果在第一图像中剩余任何不良焦点区域(对应于标记为黑色的那些区域)，或者如果这样

的区域超过第一图像的阈值部分，则可以确定扫描参数的改变，以用于执行第二成像扫描。

例如，可以确定应当重复第一成像扫描，以对剩余的不良焦点区域内的附加种子位置进行

对焦测量。可选地，可以将所得到的误差图显示给用户，作为对要检查图像的哪些区域的指

导，这将提高任务的速度和准确性。

[0043] 如果在步骤212确定位置误差不超过焦点深度，或者质量不可接受的不良/未知焦

点区域未占据第一图像的阈值部分，则该方法前进到步骤214。将在第一成像扫描之前最初

为一个或多个种子位置计算的对焦位置与在第一成像扫描期间识别的位置的估计焦面进

行比较。如果它们不相似，例如在彼此的阈值间隔内，则可以假定已经产生误差，并且该方

法进行到步骤215。在步骤215，确定聚焦过程的变化以执行第二成像扫描。特别地，种子位

置在目标上移动。然后，可以如图2中所述地进行第二成像扫描，但是使用新的种子位置。如

果步骤215的结果是每个种子焦点与从焦点控制数据确定的跟踪焦点匹配，则确定第一成

像扫描是可接受的。然后，扫描参数将不需要改变以执行第二成像扫描，并且在步骤104中

生成的目标的第一图像可以显示给用户以用于分析。

[0044] 将理解，步骤203、206、209、212和214中的每个涉及用于使用焦点控制数据分析第

一成像扫描的功效并且基于该分析确定来自第一成像扫描的一个或多个扫描参数的变化

以用于执行第二成像扫描的过程的示例。在执行第二成像扫描之后，参考图3讨论的质量控

制过程通常将被重复，直到由先前成像扫描产生的成像数据被确定为是可接受的或者已经

达到迭代的阈值次数。在替代实施例中，在启动第二成像扫描之前，可以单独地或以任何组

合执行这些过程中的任何过程。因此，可以在开始第二成像扫描之前识别扫描参数的多个
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变化，以便进一步减少在开始第一成像扫描和输出适合于由用户分析的目标的图像之间经

过的总时间。

[0045] 总之，因此提供了一种用于操作显微镜扫描仪的改进方法，包括用于分析由成像

扫描生成的数据以便确保目标已经被正确成像的方法。有利地，使用在成像扫描期间生成

的焦点控制数据来执行分析。这使得能够以快速和有效的方式获得结果。如果由于该分析

而在第一成像扫描中识别出任何误差，则识别出扫描参数的变化，使得可以执行校正该误

差的第二成像扫描。
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图3
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图4A

图4B
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图5A

图5B
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