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摘要：随着生命科学研究的深入发展，对大通量、大面积、大视野样品的分析越来越需要。

玻片扫描系统是利用全自动显微镜扫描系统，结合虚拟切片软件，把传统切片进行扫描、无

缝拼接，生成一整张全视野的数字切片。为促进虚拟切片扫描类大型仪器给教学和科研工作

提供更好的共享服务，通过介绍 OLYMPUS VS120虚拟数字切片扫描系统的硬件配置、成

像特点和软件功能，结合具体使用实例探讨该仪器在组织病理学、神经生物学、发育生物学

等研究领域尤其大视野拼图的重要应用。总结仪器使用过程中遇到的问题，分析造成的原因，

提出解决方案，为数字切片扫描系统的共享使用提供了借鉴和参考。
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Application of virtual section scanning system in biomedicine
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Abstract：With the further development of life science research, the analysis of large-flux,

large-area and large-field samples is increasingly needed. The slide scanning system uses a fully

automatic microscope scanning system, combined with a virtual slicing software , to scan and

seamlessly splicing traditional slices to generate a full-field digital slice. In order to promote

virtual slice scanning instruments to provide better sharing services for teaching and scientific

research, the hardware configuration, imaging characteristics and software functions of

OLYMPUS VS120 virtual digital slice scanning system were introduced, and its application in the

large-Image Stitching in the fields of histopathology, neurobiology and developmental biology

was discussed with practical examples. Summarize the problems encountered during the use of the

instrument, analyze the causes, and propose solutions, and provide reference for the shared use of

the digital slice scanning system.
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1 引言

目前，图像拼接技术在现代医学研究领域发挥了巨大的作用，由于组织切片或者活体动

物较大，使用高倍物镜时分辨率高，但视野狭窄，低倍物镜相对视野大，但分辨率低，只能

观察样本局部，很难了解整体。而利用图像拼接技术，可获取一个高分辨率的完整组织图貌。

激光共聚焦显微镜（Confocal laser scanning microscope，简称 CLSM）的拼接功能解决了在

高放大倍数下，在单帧显微图像中无法获取所观测对象全貌的问题。2008年，曾毅波[1]等将

激光共聚焦显微镜技术应用于微机电系统中，在悬臂梁的形貌分析中获得清晰的三维图像，

运用拼接功能获得 384 umx288 um 的视场面积。2009年，Paul M.Kulesa[2]等结合拼图技术，

在 8个视野中利用共聚焦技术和双光子技术进行光活化和多点扫描，提供了一种更有效率，

减少侵入性的技术来跟踪斑马鱼细胞的运动，但是这些传统方法耗用的时间较长。随着细胞

生物学、神经生物学和发育生物学等学科的发展，对大视野拼图的成像速度提出了越来越高

的要求。

虚拟切片( Virtual slides)又叫数字切片( digital slides)，是利用计算机结合显微镜摄影技

术，将一张传统的组织切片转化为全视野的数字化虚拟切片，并保持完整性和真实性[3-4]。

虚拟切片技术应用广泛，可应用于常规 HE染色、特殊染色、荧光染色的组织切片。VS120

是奥林巴斯为全视野大面积扫描和高分辨率图像采集专门设计推出的数字切片扫描系统，可

用于明场和荧光观察，能满足快速大视野无缝拼接和高分辨率细节成像，是组织病理学、神

经生物学、发育生物学等众多学科都需要的重要工具，能大大提高荧光成像的质量和速度，

存储方便检索迅速，随意选择放大倍率，实现精确的图像处理和分析，从而提高了研究人员

的工作效率。对 VS120 虚拟数字切片扫描系统的硬件配置和软件功能进行详细介绍，结合

具体使用实例探讨该仪器的重要应用。由于该仪器实行校内外共享服务，是浙江大学医学院

公共技术平台中使用频率较高的仪器之一，在管理和维护方面需要达到更高的标准。总结使

用过程中遇到的常见问题，分析造成的原因，并提出对策，以期为数字切片扫描系统的共享

使用提供重要借鉴和参考。

2 配置参数及成像特点

2.1 相机

采用 2/3 英寸 500万像素彩色高分辨率 CCD(相机，Charge Coupled Device,简称 CCD)

成像,色彩还原性优异。

2.2 显微镜
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研究级 BX61显微镜，高精度电动载物台，可实现全视野样品的自动化精确无缝图像拼

接，复眼透镜呈现更均匀明亮的荧光。标配有 2倍、10倍、20倍和 40倍四款尖端物镜，并

有 60X、100X多款油镜可供选择。

2.3 滤色片

配置高速荧光激发及吸收滤色片转轮 8孔位，最多可进行 13通道成像，切换时间约 58

ms，每一通道可单独调整曝光时间和 Z轴焦平面位置，保证最佳焦平面激发。

2.4 切片加载系统

VS120-S6-W切片加载系统允许手动加载 1至 6片标准切片。为了高通量研究和病理学，

VS120-L100-W系统配有一个高度可靠、强劲的，可装载高达 100张切片的装载系统。

2.5 软件

软件具有注释、测量、景深扩展、XYZ三维序列扫描、不同倍率图层扫描、Zoom时标

尺自动改变等多种功能。直观人性化的软件界面可以高效地控制全电动显微镜，完成自动聚

焦和图像采集设置。有多种扫描模式可供选择，如简单的快速扫描和全程控制的专家扫描。

多通道荧光图像采集可以自动叠加，并轻松查看任意通道的图像。

2.6 成像特点

Smart Scan扫描方式，明场成像，自动聚焦“地形图”，智能化的“边缘侦查”，透射光成

像，平滑无缝隙图像拼接、优异的自动和半自动对焦功能。

3 VS120在组织病理学、神经生物学、发育生物学等生物医学领域的

应用

VS120可以在两分钟内快速扫描完一张切片，创建一个数字“虚拟切片”，由于能数字化

分享实验室、教室里的切片，VS120成为研究、疾病诊断等远程会诊、病理、切片资料归档、

课堂教学数据共享方面应用的完美之选，在组织病理学、神经生物学、发育生物学[5-11]等研

究领域得到广泛应用。R Tyagi[12]，Wang[13]等将VS120应用于神经科学研究，绘制了全脑神

经地图，K Ohara [14]等将VS120应用于肿瘤方法学，研究一种多重注射针对胰腺肿瘤药物分

布的改善。在实际应用中，VS120日均预约量达8小时以上，服务医学院内外100余个课题组，

样本量大，处于供不应求的状态，列举几个具体案例并就感兴趣区域进行细节放大，包括样

本类型、拍摄条件、拍摄参数等，拍摄图片如下：

3.1 样本类型：神经荧光脑片

拍摄条件：FL（荧光，Fluorescence，简称FL） Red – 20 ms，FL Green –158 ms，FL Blue
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– 42 ms；10X物镜，图像大小：10 mm×7 mm, 拍摄时间:47 s；具体效果见下图1。

图 1 神经荧光脑片成像图（10X)

3.2 样本类型：荧光肠切片

拍摄条件：FL Red –183 ms，FL Green –158 ms，FL Blue –126 ms；10X物镜，图像大小：

2.8 mm×3.4 mm 拍摄时间：16.75 s；具体效果参考下图 2。
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图 2 荧光肠切片成像图（10X)

3.3 样本类型：视网膜荧光片

拍摄条件：FL Green –110 ms；20X物镜，图像大小：6 mm×5.8 mm,

拍摄时间：38.57 s；具体效果参考下图 3。
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图 3 视网膜荧光片成像图（20X)

3.4 荧光内脏切片

拍摄条件：FL Green– 150 ms，FL Blue –200 ms；10X物镜，

图像大小：5.8 mm×5.8 mm，拍摄时间：24 s；具体效果参考下图 4。
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图 4 荧光内脏切片成像图（10X）

3.5 明场骨切片

拍摄条件：40X物镜，图像大小：3.8 mm×3.2 mm，拍摄时间：42 s；具体效果参考下

图 5。
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图 5 明场骨切片成像图（40X）

3.6 明场肾切片

拍摄条件：40X 物镜，图像大小：9.2 mm×10.3 mm，拍摄时间：2 min 09 s；具体效果
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参考下图 6。

图 6 明场肾切片成像图（40X）
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4 VS120使用过程中遇到的问题、造成原因及解决方案

4.1 问题：预览扫描和实际扫描会因为超出扫描界限而弹出报错提示：

造成原因：在扫描过程中，利用 stage navigator来进行多次重复定义预览区域时，如果第二

次预览定义的区域小于上次定义的区域容易出现该提示。

解决方案：取消扫描，在采集模块校准界面里重新做一次预览区域定义校准，即可解决。

4.2 问题：切片最右边的区域位于扫描区域以外

造成原因：软件系统在设计预览边界时，为了尽可能避免扫描的错误和节省时间，特意避开

了夹片器支撑玻片的区域，所以会出现最右边一小块区域位于扫描界限之外。

解决方案：建议制备样品时尽量预留出周围的区域，既可以便于指甲油封片不影响样品成像，

也可以避免样品位于扫描区域之外。

4.3 问题：vsi格式的读取和另存方案

造成原因：VS120进行全视野扫描的数据量十分巨大，超出了 Java 系统读图的限制，所以

常规Windows读图软件无法读取超大数据量的.tiff和.jpg格式的文件。VS120软件自身生成

的格式.vsi可以很有效的存储数据又节省空间，但是其他软件一般情况下无法读取。

解决方案：1）扫描过程中设置自动存储，直接存成.tiff格式文件。2）使用 Fiji + vsi reader

进行.vsi数据读取和另存 3）使用奥林巴斯提供的免费看图软件 OlyVIA。4）加配图像批量

转换插件，可对图像进行批量格式转换和另存，可与图像扫描同时进行。

4.4 问题：40X镜头成像清晰度差

造成原因：1）40X物镜上面有一个校正环，用于校准盖玻片的厚度。由于不同批次的盖玻

片厚度略有差别，所以要结合校正环一起调节使用，才能得到最佳最清晰的成像。2）数字

切片系统是基于宽场成像的，与共聚焦的原理不同，成像时也会采集到非焦平面的图像信息，

这是光学系统本身的特性。40X物镜的数值孔径更高，景深更小，所以这种现象会更加明显。

解决方案：1）针对不同的样品，对校正环进行调节，以获得在焦面位置最清晰的成像。2）

基于宽场成像的原理，建议可以制备更薄的标本，或者使用 VS120的实时 EFI功能进行成

像。

4.5 问题：过厚的荧光样品和过弱的荧光样品采集出现拼接阴影

造成原因：1）过厚的荧光样品在进行拍摄时，很难找到比较合适的焦面，如果多个聚焦点

之间的 Z 轴相差太大，焦面移动过程中的背景荧光亮度整体会发生变化，这样就容易出现

拼接阴影。2）过弱的荧光样品在进行采集的时候，样品信噪比不好，为了拍摄出信号，需

要提高曝光时间或提高荧光光源的功率，容易造成样品的淬灭。而且，此时采集到的图像中，

背景荧光亮度大部分都是自发荧光，也容易出现淬灭。系统在拼图时需要重复拍摄边界区域
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进行重叠拼接，样品淬灭则容易出现拼接阴影。

解决方案：1）建议样品厚度不要超过 40 μm，荧光样品进行焦面设置时选择手动调焦，以

保证快速确定焦面，尽量避免荧光淬灭。由于样品比较厚，可以设置的焦面范围相对比较宽，

建议尽量保持 Z轴数值一致。2）荧光信号过弱的样品信号较弱，信噪比较差，做数字切片

扫描时背景信号相对被放大，容易有拼接阴影，建议改进样品制备方法。针对荧光观察，优

先选择延长曝光时间，而非增加光源强度，尽量避免样品的淬灭。

5 结语

虚拟切片技术优势巨大，前景广阔，逐步作为形态学实验教学、科学研究和病理会诊的

一种辅助手段，相较于传统激光共聚焦的大视野拼图技术，VS120拼图速度更快更高效，且

拼缝更小，几乎做到完美拼接，但其图像质量仍取决于组织切片的制作质量，因此传统切片

还不能完全被取代[15]。对于此类共享率高、使用量大的显微成像仪器，如何做好维护和管

理并且合理地开发利用是仪器管理人员需要不断研究和深入的问题。
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