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摘要：数字病理凭借其便捷的存储、管理、浏览、传输等特点，为远程病理会诊及联合会诊带来了新契机。然而，显微镜

的视场有限，在保证分辨率的前提下，无法兼顾全景成像。全景数字病理的提出弥补了这一缺陷，其在保证分辨率的同

时可兼顾全景成像。但单张切片仅能实现单靶点检测，而疾病诊断需同时观测多个靶点的表达情况。近年来，多靶点全

景数字病理技术发展迅速，因其在药物研发、临床科研以及基础科研等领域有巨大的应用潜力而广受关注。该系统凭借

视场大、颜色多、通量高的特点，可在短时间内原位检测整张组织切片上的多种生物标记物的表达情况，借以识别组织

上每个细胞表型、丰度、状态及其相互关系。本文首先梳理了数字病理、全景数字病理以及多靶点全景数字病理的发展

过程，并简要介绍发展过程中技术的更新迭代，以及发展多靶点全景数字病理的重要性。然后，分别从生物样本准备、多

色光学成像以及图像处理 3个部分重点介绍多靶点全景数字病理。接下来，阐述了多靶点全景数字病理在肿瘤微环境

与肿瘤分子分型等生物医学领域的应用情况。最后，对多靶点全景数字病理的技术优势、目前面临的挑战及其未来的发

展趋势进行了总结。
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Abstract:  Digital  pathology  has  brought  new  opportunities  for  remote  pathological  consultation  and  joint

consultation owing to its convenient storage, management, browsing and transmission. However, because of

the limited field of view of a microscope, panoramic imaging cannot be achieved while ensuring a high resol-

ution. The proposal of panoramic digital pathology makes up for this defect and achieves panoramic imaging
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while ensuring high resolution. However, a single slice can only detect a single target, and disease diagnosis

needs to observe the expression of multi-target at the same time. In recent years, multi-target panoramic digit-

al pathology technology has developed rapidly. It  has attracted much attention because of its great applica-

tion potential in drug research and development, clinical research and basic research. Owing to its large field

of view, wide range of colors and high flux, the system can detect the expression of various biomarkers on a

whole  tissue  section  in  situ  in  a  short  time to  identify  the  phenotype,  abundance,  state,  and  relationship  of

each cell. Firstly, this paper reviews the development process of digital pathology, panoramic digital patho-

logy and multi-target panoramic digital pathology, as well as the update and iteration of technology in the de-

velopment  process,  and  illustrates  the  importance  of  developing  multi-target  panoramic  digital  pathology.

Then, the multi-target panoramic digital pathology is described in detail  from three perspectives: biological

sample preparation, multi-color imaging system and image processing. Next, the applications of multi-target

panoramic digital pathology in biomedical fields, such as tumor microenvironments and tumor molecular typ-

ing are described. Finally, the advantages, challenges and future development of multi-target panoramic digit-

al pathology are summarized.
Key words: multi-target panoramic digital pathology；biomarkers；multi-color imaging；image processing

 

1    引　言

肿瘤是危害人类生命健康的重大疾病，在世

界各国均备受关注。根据肿瘤细胞的不同分子表

达以及细胞形态，肿瘤又分为良性与恶性，其中，

良性肿瘤并不致病，恶性肿瘤常被称为癌症。恶

性肿瘤诊断的金标准即为病理诊断，其为重大疾

病的诊断、预后和疗效评估提供客观依据。传统

的病理诊断依赖病理医生对病理切片上的细胞

和组织学病变进行阅读和分析，从而确定肿瘤类

型[1]。然而，目前病理诊断行业面临着病理医生

数量少且分布不均、阅片效率低、病理诊断时间

长、信息传递困难等问题[2]。

数字病理（Digital Pathology）将计算机、网络

会诊和病理诊断相结合，采用技术手段来加快和

优化病理实验室的工作流程[3]。1980年，数字病

理第一次被应用到临床实践中，但是早期数字病

理技术分辨率低，无法准确观察细胞及特征 [4]。

1997年，Furness[5] 等人将万维网（World Wide Web,
WWW）和数字病理相结合，实现了病理数据之间

的快速传输。2010年，Krupinski[6] 等人利用数字

面板（Digital Dashboard）技术控制病理检测系统，

改善了检测流程，提高了病理诊断效率[7]。近十

年，随着人工智能（Artificial Intelligence, AI）技术

的复兴，基于 AI技术的数字病理逐步实现了肿瘤

图像的分割、识别等。2018年，Niazi[8] 等人基于

迁移学习的 Inception v3算法实现了对乳腺癌组

织中肿瘤细胞阴性与阳性的自动识别。该方法具

有很高的灵敏度与特异性。数字病理从人工阅片

转化为计算机阅片[9]，该突破有助于计算机辅助

诊断（Computer Aided Diagnostic, CAD）和远程会

诊的开展，不仅节省了病理学家人工诊断的时间，

且避免了主观误诊、漏诊的发生[10]。同时，数字

病理解决了时间和地域原因产生的会诊困难问

题，提高了病理诊断的准确性和高效性，有助于医

疗资源更好地合理化分配[11]。

然而，局部病理图像无法展示病理组织的全

貌。全景数字病理（Panorama Digital Pathology）
技术通过对整张病理切片进行边界重叠的多次扫

描采集，并利用快速精准的图像拼接技术实现了

数字病理的全景成像，即全切片图像（Whole Slide
Imaging, WSI）技术[12]。早期的 WSI技术可以在

相对较短的时间内产生较高分辨率的数字图像，

同时在多倍率及多焦面上进行全玻片扫描。但由

于成像及图像处理技术存在限制，导致全景数字

病理图像质量较差[12-13]。因此，许多研究人员一

直致力于全景成像的图像处理工作。例如，2007
年，Ma[14] 等人利用 Autostitch软件实现了小鼠淋

巴结组织的全景成像；2015年，Legesse[15] 等人提

出基于乘法校正算法，有效解决了全景成像过

程中亮度不均匀问题，实现了头颈部鳞状细胞
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癌组织的全成像；2022年，Deshpande[16] 等人利用

SAFRON网络模型有效解决了全景图像处理过

程出现的拼缝和伪影问题，实现了结直肠癌组织

的全景成像。全景数字病理虽然实现了全玻片上

的整张组织切片（单靶点）成像，但是组织病理的

形态特征和结构分布复杂，疾病的诊断需要同时

分析多个靶点[17-18] 。
多靶点全景数字病理技术（Multi-Target Pan-

orama Digital Pathology）可以在单张组织切片上

原位检测出多种生物标记物的表达水平，借以识

别组织的细胞表型、功能状态及其相互关系，并

给出具有统计学意义的细胞组学数据[19]。目前，

在多靶点全景数字病理系统开发方面，公司的研

发进度展现了一定的优势。Akoya Biosciences、
Olympus、Hamamatsu等公司的仪器已经投入到

基础、医学研究中。2021年，约翰霍普金斯大学

Janis  M.  Taube团队利用 Akoya Bioscience公司

的 Vectra 3成像系统构建多光谱图像分析平台

Astro Path，对接受 PD-1抑制剂的黑色素瘤病人

进行了全景多色数字病理分析，实现了黑色素瘤

的免疫检查点抑制剂 7种标志物的发现和患者生

存预测[20]。

多靶点全景病理图像中包含细胞群体间的

“空间信息”，分析这些“空间信息”对于理解疾病

的病理、发展和预后至关重要。本文主要介绍多

靶点全景数字病理的技术原理、技术特点及其在

生物医学方面的应用。首先介绍了传统病理到多

靶点全景数字病理的发展过程。接下来重点介绍

了多靶点全景数字病理图像相关技术，涉及组织

样本的准备、光学成像以及图像处理 3个方面的

相关技术。简单介绍了多靶点全景数字病理在肿

瘤微环境以及肿瘤分子分型中的相关应用案例。

最后，对多靶点全景数字病理的发展进行了总结

与展望。 

2    多靶点全景数字病理相关技术
 

2.1    样本准备 

2.1.1    靶点筛选

靶点[21]（生物标志物），即在血液、其他体液或

组织中发现的生物分子，可以作为正常（或异常）

过程（或状况）、疾病的标志（如癌症）。生物标记

物可以用来区分肿瘤的性质、确定已诊断癌症患

者的预后，预测疾病发展等，且已经在临床上广泛

使用。然而，不同疾病或同一疾病不同阶段的靶

点也不相同（表 1）。合适的靶点对样本标记、定

量分析至关重要，在选择时要考虑靶点的功能和

表达部位等。 

 
表 1    靶点选择原则

Tab. 1    Target selection principles

疾病 靶点 功能 表达部位

非小细
胞癌[22]

CK 一种细胞角蛋白，是上皮来源的肿瘤标志物[23] 主要在上皮细胞中表达的中间丝蛋白[23]

CD68 巨噬细胞标记物[24] 存在于骨髓和神经的吞噬细胞[25]

Siglec-15
作为免疫调节靶点在肿瘤微环境能

抑制抗原特异性T细胞反应[22] 骨髓细胞，人类癌细胞和肿瘤浸润性骨髓细胞[22]

肝癌
组织[26]

PD-L1 对抗PD-1/PD-L1治疗反应的预测性生物标志物[27] 骨髓、淋巴、正常上皮细胞和癌症中
组成型表达或诱导的共抑制受体[27]

CD68 同上 同上

CD33 髓系细胞分化抗原[28] 主要分布在髓系血细胞[28]

CD57 人类自然杀伤细胞标记物[29] 人类自然杀伤细胞和T淋巴细胞[29]

CD11b 粘附分子和介导多种配体识别的膜受体[30] 在吞噬细胞、B细胞和T细胞的次要亚群以及自然杀伤细胞上表达[30]

CD20 B细胞的表面抗原[31] 在B淋巴细胞上表达[32]

肺癌
组织[33]

PD-L1 同上 同上

PD-1 在活化的T细胞中诱导的抑制性受体[34] 活化的T、自然杀伤和B淋巴细胞、巨噬细胞、
树突状细胞和单核细胞上表达[35]

CD8 细胞毒性T淋巴细胞标志物[36] 所有细胞毒性T淋巴细胞或杀伤细胞上[36]

FoxP3 调节性T细胞的标志性分子[37] 调节性T细胞和正常上皮细胞及多种肿瘤细胞中[37]

CD68 同上 同上

CK 同上 同上

头颈癌
组织[38]

PD-1 同上 同上

OX40 免疫调节蛋白，主要由T细胞表达[39] 活化的CD4+和CD8+上表达、T细胞上表达以及
许多其他淋巴和非淋巴细胞[39]

FoxP3 同上 同上

CD3 T细胞标志物[40] 存在于T细胞表面[40]

乳腺癌
组织[41]

CD103 肿瘤浸润调节性T细胞的标志[42] 肠道粘膜上皮内的T细胞群和肠固有层白细胞上表达[42]

CD8 同上 同上
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2.1.2    组织处理

病理组织切片是组织学、发育学和病理研究

的主要实验方法和重要手段，在科研和临床诊断

实践中发挥着重要作用。组织切片机的发明和应

用允许精确切割具有一致厚度的切片且引起的损

伤最小，生产的组织切片可用于多种分析[43] 。首

先，经验丰富的技术人员在手术病理检查过程中

进行仔细检查，选取病变组织进行切除。切除下

病变组织后立刻送到冰冻切片机中，加入包埋剂

后冰冻，制成冰冻切片进行观察保存。检查后剩

余的冰冻病理组织也可再制成石蜡切片，经固定

等步骤后观察保存[44]。

病理组织切片主要包括两种，石蜡切片和冰

冻切片。石蜡切片[45] 需将提前确定好的新鲜组

织用固定液处理，使组织块硬化并维持细胞形

态。接着用乙醇或丙酮等脱水剂去除组织内的水

分，进行浸蜡和包埋，使组织变硬便于切成薄片，

最后用石蜡切片机处理，并置于载玻片中烘干保

存[46]。冰冻切片则无需固定材料，直接取材速冻

并加包埋剂，观察到组织出现白色冰体后使用冰

冻切片机切割即可。制片观察后需保存于−80 °C
冰箱内[47]。 

2.1.3    组织标记

（1）免疫组织化学/免疫荧光

实验研究中，为了能够清楚地观察到组织或

细胞样本中的结构特征和成分分布，需要借用荧

光基团或呈色反应定位的染色方式，使目标区域

直观呈现可视化效果。病理诊断研究中使用最广

泛的方法是免疫组织化学（Immunohistochemistry,
IHC）[48]。该方法将酶或荧光基团与抗体偶联作

为标记物，能够在单张病理切片中进行某一种蛋

白质的原位识别，并定位其分布情况。其中使用

的荧光基团与抗体偶联方法又称为免疫荧光（Im-
munofluorescence,  IF） [49]。IHC/IF可以表征肿瘤

免疫微环境内特定的细胞种类、密度和空间分布

特征，实现半定量分析。当需要检测多种蛋白质

时，通常使用多张组织切片，对每张切片中的每种

蛋白质单一标记，较为依赖病理学家的主观

判断[50]。

常规的 IHC/IF普遍采用间接标记方法，其流

程如图 1所示。首先，对样本上的抗原进行预处

理并充分暴露后，选用封闭液将非特异性结合位

点封闭。在基于辣根过氧化物酶的检测系统中，

还应对内源性过氧化物酶进行阻断，降低非特异

性反应可能。其次，加入特异性识别抗原表位的

鼠源或兔源的单克隆一抗试剂进行孵育。最后，

使用抗对应一抗物种来源的多克隆二抗试剂进行

孵育，使二抗与一抗结合[51]。该方法能够有效放

大反应信号，并且基于二抗制备的易得性和通用

性可大大降低实验成本。标记完成后，要进行复

染和封片操作用于成像观察和样本保存。

  
石蜡切片制备

脱蜡、水化

封闭内源性
过氧化物酶

抗原修复 血清封闭

一抗孵育

二抗孵育

DAB 显色 复染、脱色

透明、封片

显微镜观察

 
图 1    常规免疫组织化学实验流程

Fig. 1    Conventional immunohistochemistry  staining   pro-
cedures

 

（2）多重免疫组织化学/免疫荧光

多重免疫组织化学/免疫荧光（multiplex Immu-
nohistochemistry/Immunofluorescence, mIHC/IF）[52]

技术的出现使得免疫细胞的亚群、丰度、功能状

态以及它们在肿瘤微环境中的空间分布特征等信

息更易被量化。该技术主要是对一张病理切片上

的多种抗原靶点进行不同的抗体标记。除了酶和

荧光基团，抗体还能与量子点[53]、DNA条形码[54]

等物质进行偶联。

在 mIHC/IF中，单片多重免疫组化连续染

色（Multiplexed Immunohistochemical  Consecutive
Staining on Single Slide, MICSSS） [55] 方法最早被

用于组织的多重染色。其单一抗原染色原理和普

通 IHC一致，区别在于每次染色后均需要对组织

进行化学洗脱，需要进行几种抗原的标记。该方

法的问题在于,在逐轮的化学洗脱过程中，不同抗

原信号可能在洗脱后减弱或者去除，因此还需要

对标记流程进行优化。为了避免信号的大量损

失，以及对低丰度靶标的检测过程进行研究，研究

人员提出了基于酪胺信号放大（Tyramide Signal
Amplification, TSA）[56]的间接标记法。该方法基

于与二抗偶联的辣根过氧化物酶检测系统，在酶
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催化 H2O2 过程中，大量酪胺被激活形成共价结

合位点，酪胺上连接着荧光基团、显色染料、生物

素等标记物，然后与抗原周围的氨基酸残基形成

牢固的共价键，实现检测信号数倍甚至几何级倍

数的放大。加热可以除去抗体并保留共价结合的

酪胺沉积。其流程如图 2所示。重复染色操作可

以得到多标记的病理切片，实现同时多色成像。

TSA还可以与 MCISSS相结合实现倍增的多靶点

标记[57]。

  

石蜡切片制备

脱蜡、水化

封闭

抗原修复

循环多轮

封片

一抗孵育

荧光二抗孵育

 
图 2    基于 TSA 的多重荧光免疫组化流程

Fig. 2    Multiplex  fluorescent  immunohistochemistry  based
on TSA

 

（3）染料选择

根据实验需求，选择染料时应考虑理化性

质、细胞毒性、色原或荧光强度、稳定性等因素。

常用的染料有两种：一种是针对细胞器和细胞区

室的特异性染料，如与 DNA强力结合的荧光染

料 DAPI[58]；另一种是基于抗原-抗体特异性反应

的免疫染色法所需染料，将能够在成像系统中显

色的物质与抗体偶联，并通过间接标记的手段来

放大信号[59]。

明场成像和荧光成像时的染料选择方法也各

有侧重。选择明场下可见的染料时，不需要特定

可视化工具和软件便可评估，但是进行同时多色

成像时，需要考虑肉眼是否能够准确区分这些颜

色。选择荧光染料时，应考虑以下因素：（i）每种

荧光染料具有不同的激发和发射光谱，需要根据

实验室拥有的激光器进行选择，并考虑组织自发

荧光带来的影响；（ii）同时多色成像时，尽量避免

所选染料发射光谱重叠，防止出现光谱串扰；（iii）尽
量避免选择易光漂白的荧光基团或采用抗淬灭

剂，光稳定性较好的染料包括 Alexa Fluor系列[60]、

DyLight系列[61]、ATTO系列[62] 等。此外，偶联抗

体的染料在多靶点成像时需要考虑抗体之间的交

叉反应。多次复染时的循环洗脱步骤中，需要考

虑不同抗原的敏感性和损失程度，从而制定合适

的实验方案。 

2.2    光学成像技术与设备

在显微成像技术基础上发展的多靶点全景成

像技术，主要包括基于分时或分光形式的多色成

像技术、基于快速扫描的全景成像技术以及高通

量成像技术几类。目前，国内外发展了许多成熟

且适合用于多靶点全景成像的光学成像设备。下

文将主要介绍用于多靶点全景成像技术的光学成

像技术与设备。 

2.2.1    关键技术

（1）多色成像技术

多色成像主要是利用探针信号的发射荧光波

长差异，来实现对不同探针的荧光信号进行目标

区分。目前常用的多色成像技术主要有分时多

色、分光多色以及光谱成像几类。

分时多色成像技术[63] 是通过依次采集发射

波长不同的荧光探针信号，以获取时间序列相关

的原始图像帧。该方法原理简单，但由于不同颜

色通道图像的采集时间存在间隔，难以避免样品

漂移，这需要后期图像处理的配准。相比较而言，

分光多色成像技术[64] 是采用滤色片组将被同时

激发的不同探针荧光信号反射或透射到不同探测

器或同一探测器的不同区域以实现多色成像。该

方法虽然解决了分时成像技术中的样本漂移问

题，但由于信号发射光谱分布可能存在频域上的

重叠，使得荧光分子在密度较高、强度差异较大

的时候存在严重的信号串扰问题。为了避免荧光

信号串扰问题，这两种多色成像方法通常需要选

择发射光谱中心间隔远的探针进行成像，因此，往

往只能区分 2 ~ 4种颜色[65]。

然而，数字病理需要观察多种细胞的形态、

功能状态并研究他们之间的相互关系，这需要对

组织进行多靶标观察，而 2 ~ 4种颜色的多色成像

技术很难满足数字病理的多色成像需求。为此，

研究人员常采用光谱成像方法来实现对多靶标的

成像。就图像获取方式而言，常用的光谱成像方

法有扫描式和非扫描式两类；就图像光谱获取方

式而言，光谱成像又可以分为滤光片光谱解析、

干涉仪光谱解析以及棱镜等色散元件的光谱解析

方法[66-68]。例如，Hess研究组[69] 利用光学棱镜进
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行光谱解析，如图 3所示。在该成像系统中，通过

分光镜将荧光分为两路，其中一路图像记录荧光

分子的位置信息，另一路荧光信号被棱镜或光谱

相机进行光谱拆分以获取对应信号的全光谱信

息，最终实现荧光分子的位置信息和光谱信息的

同时检测，并利用光谱信息实现探针荧光信号的

多重成像 [70]。该方法能够识别荧光光谱重叠较

严重的荧光团，能够实现对组织样本上多靶标信

号的探测，很好地解决了传统分时和分光多色成

像方法中颜色识别能力不足的问题。近年来，随

着半导体技术的不断发展，各类新型快速可调

滤光片器件相继问世，如液晶可调滤光片（Liquid
Crystal Tunable Filter, LCTF）[71]、声光可调滤光片

（Acousto-Optic Tunable Filter, AOTF）[72]。这些新

型滤光片器件正推动着光谱成像技术向图像获取

速度更快、光谱解析更精细的方向发展。另外，

随着光电探测器制造相关技术的发展，探测器量

子效率不断被提高，像素阵列不断扩大，这也让光谱

成像技术的空间分辨率以及成像速度得到极大

提升[73]。

  

EM-CCD

P

M2

M1

M3

BS F

 
图 3    光谱成像示意图[68]（F：滤光片；BS：分光镜；M1/M2/

M3：反射镜；P：色散棱镜）

Fig. 3    Schematic  diagram of  spectral  imaging[68]  (F:  filter;
BS: beam  splitter;  M1/M2/M3:  mirror;  P:   dispers-
ive prism)

 

利用光谱成像技术，Alex等人完成了对 6种

不同膜结合细胞器的相互作用研究 [74]；Janis M.
Taube团队实现了肿瘤免疫疗法中 6个标记物的

多靶标全景成像[20]。

（2）全景成像技术

受限于成像设备的视场大小，一张全景病理

图像的获取，需要对切片上众多单视场区域进行

扫描成像，再根据各个视场之间的重叠部分进行

多视场图像的融合[75]。其中，全景数字病理成像

技术中的扫描方式主要有 3种（图 4）[76]。
一是基于走停模式的面阵扫描：在成像过程

中，载物台带着切片进行走停等待的移动操作，移

动操作中相机采集每个区域的荧光图像。采用该

方法成像时，每切换一个成像视场都需要重新对

焦。但是，该方案中每次对焦都需要花费数秒时

间，而一张大小为 15 mm×15 mm的切片一般需

要扫描上千个视场，因此，若采用基于走停模式的

面阵扫描至少需要数十分钟才能完成一张切片的

扫描成像[78]。为解决对焦时间长的问题，研究人

员提出了许多改进方案[79]，如焦面建模方案。该

方案中，研究人员会预先选取切片上的部分区域

进行焦面探测并建立模型，在成像时根据建模结

果直接对焦。此方法只需花费约 150秒就可以实

现一张 15 mm×15 mm切片扫描成像[77]。

二是基于线阵扫描的成像方法：将切片划分

成若干相同大小、具有部分重叠的条带区域，成

像系统根据焦面建模方案进行对焦；成像过程中，

做匀速运动的载物台带动病理切片在线照明条件

下与线阵传感器同步曝光，以实现对条带区域扫

描成像；扫描完当前条带区域后移动至下一个条

带，直至全切片扫描完成。在线扫描成像过程中

不需要每个视场切换的走停等待，且图像拼接过

程所需的计算量随着拼接视场区域减少而降低，

因此成像速度较快 [77]。例如滨松公司的 Nano
Zoomer采用的时间延迟积分线阵传感器能够

增强图像信号，使得等效的曝光时间更短，同步扫

描速度也更快，在 40倍放大倍率下对 15 mm×
15 mm的病理切片进行成像只需 45秒[80]。

三是基于线扫描成像的面阵扫描成像：该方

法结合了以上两种方法的优点，将切片划分为若

干区域，在每个区域分别采用线扫描进行图像采

集。该方法能够在每个子区域进行更精确的对焦

操作，同时解决了走停模式间歇时间长的问题，加

快了扫描速度。目前，采用此设计的扫描成像仪

主要有 3D  histech公司的 Pannoramic  250 Flash
III系统，该系统在 40×放大倍率下对 15 mm×

 

 
图 4    面扫描和线扫描[77]

Fig. 4    Area scanning and line scan[77]
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15 mm的切片进行成像的耗时少于 60秒[81]。

实现多靶点全景成像的必要前提是将上述多

色成像技术和全景成像技术相结合。在上述 3种

多色成像技术中，分时多色方式目前在多色数字

病理检查设备中使用较少。利用滤光片组进行分

光全景多靶点成像技术不仅需要考虑设备与染料

的组合，通过降低不同荧光波段的串扰，以获得高

质量图像；而且需要通过优化滤光片组滤除无用

荧光和不匹配的信号干扰，降低颜色串扰。基于

光谱成像的全景多靶点成像技术有多种方法可以

实现分光。例如，基于分段式元件或可调谐滤光

片器件的方法，每次成像只能检测单个波段的信

息，采集时间会随着检测波段的增加而相应增

加。目前常用方法是滤光片阵列，即将多波段滤

光片组集成到探测器的传感单元上，同时探测多

个波段信息，但由于滤光片尺寸限制，目前最多只

能检测 4个成像波段。以上方法都需要考虑以下

问题：（i）将多色技术和全景技术结合时，要考虑

复杂光学系统的搭建；（ii）在成像过程中需要高精

度高速率的控制系统。由于近年来光学元器件和

现代控制技术的进步，全景多靶点成像技术通过

对组织样品的快速成像，获得了组织样本病理信

息特征。

（3）高通量成像技术

实现病理切片的高通量成像能力，提升病理

设备的应用能力，是数字病理技术应用推广的关

键[77]。为此，许多研究人员针对提升成像通量的

方法进行了深入的研究与探索。得益于虚拟显微

镜技术[82] 和高速自动化系统的发展，研究人员目

前已经开发出了一系列高通量全景数字病理成像

扫描仪，在实现高通量成像方面取得了长足的进

步[12]。数字病理切片扫描仪是一种集合光学、计

算机科学、控制学、机械等诸多学科知识技术的

产品，主要包含虚拟显微镜软件系统、光学成像

系统、自动化玻片载物台系统、图像探测系统、光

源照明系统等组件[77]。其中自动化玻片载物台是

高速自动化成像系统的重要组成部分，高精度载

物台对保证成像质量与提高扫描成像速度至关

重要[83]。

总体而言，提高成像通量的关键是提高成像

系统的扫描速度。在这方面，利用高精度位移台

进行线扫描或连续面扫描成像的方式能够极大地

提高成像速度。若配合快速对焦方法，系统能在

数十秒的时间内实现对整个切片的全景成像。其

次，病理切片成像结束后减少新切片的装载时间

也是提高组织全景成像通量的重要环节。现今的

数字病理扫描仪可自动快速重新装载切片样本，

有效地避免了人工操作引入的失误并减少了人工

操作时间。还有部分设备可进行多批次处理，能

够实现单次装载就可实现数十至数百张切片的自

动扫描成像[75]，极大地提高了病理切片的扫描成

像通量。例如，Olympus公司开发的研究级全玻

片扫描系统 VS 200（图 5）采用多托盘加载器方

案，能够实现单次装载 210片，在明场 20倍放大

倍率下单张切片成像所需时间约为 80秒[84]。

  

 
图 5    Olympus VS200 研究级全玻片扫描系统[84]

Fig. 5    Olympus VS200 research-grade slide scanner[84]
  

2.2.2    全景病理商品化设备

全景病理成像技术目前已经较为成熟，许多

厂商生产的全景数字病理成像设备已经被广泛用

于生物学、病理学、组织形态学等相关的科学研

究及医疗诊断过程中。这里，将介绍几种商品化

的全景病理成像设备，并对其性能参数进行对比，

见表 2。
表 2中列出了目前科学研究和临床医疗中使

用的大部分全景数字病理扫描成像设备。Zeiss
公司的 Axio Scan.Z1全自动数字玻片扫描系统可

实现样本的明场及荧光成像。明场模式下，利用

20倍放大倍率成像单张切片（15 mm×15 mm）所

需时间为 240秒。该系统的荧光成像模式最高可

实现 9色成像，且一次最高可装载 100张玻片，采

用滤光片式的分光多色方法的数字病理设备有

Olympus、Zeiss等品牌。Zeiss公司的Axio Scan.Z1
全自动数字玻片扫描系统拥有明场、荧光以及偏

振光 3种成像方式。该系统的荧光成像模式采用

高灵敏 sCOMS探测器，配合多个滤光轮可高速
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切换通道，最高可实现 9色成像，且一次最高可装

载 100张玻片，能够快速获取高通量数据 [85]。

Olympus公司推出的全玻片扫描系统 VS200[84] 的
成像模式多达 5种，并可进行不同成像模式的

组合观察。该系统使用电动滤光片转轮配合不

同染色方案实现多靶点全景成像，并能够支持不

同规格的载玻片。不同成像模式的组合能够更

好地满足研究人员不同成像需要。采用光谱成像

方式的光谱型成像设备有 Akoya公司的 Vectra
系列和 Polaris系列等。Akoya Biosciences公司

的 Vectra3自动定量病理成像系统采用多光谱成

像方式，多路复用能力最多可分离 7种颜色，结

合 inFORM®软件分析系统，能够检测肿瘤微环境

中多个弱表达的生物标志物[20]。
  

表 2   全景数字病理设备产品主要参数

Tab. 2   The main parameters of panoramic digital pathology equipments

公司 型号 成像模式 切片容量 视场 成像速度

Zeiss
Axio Scan.Z1 明场，荧光，偏振（选配） 12或100片（选配） 15 mm × 15 mm

20×明场：240 s/片；
荧光：NA

Axioscan 7 明场，荧光，偏振（选配） 100片 10 mm ×10 mm
20×明场：73 s/片

20×荧光：（4通道）：323 s/片

Olympus VS200 明场，暗场，相衬，偏光，荧光（选配） 210片 15 mm × 15 mm
20×明场：80 s/片；

荧光：NA

Leica Aperio AT2 DX 明场 6或400片（选配） 15 mm×15mm 20×明场：< 72 s/片

3D histech

Pannoramic 1 000 明场 1 000片 15 mm×15 mm 20×/40×明场：< 60 s/片

Pannoramic 250 Flash III 明场，荧光 250片 15 mm×15 mm
20×明场：35 s/片
40×明场：95 s/片

荧光：NA

Hamamatsu NanoZoomer S360 明场 360片 15 mm × 15 mm
20×/40×明场：~ 30 s/片

荧光：NA

Akoya Biosciences Vectra 3 明场，荧光 6或200片（选配） 15 mm × 15mm
20×明场：600 s/片

20×荧光（4通道）：720 s/片
10×荧光（5通道）：1 080 s/片

（ps: non-available, NA）

 
 

2.3    图像处理技术

基于多靶点全景高通量成像系统，可以获得

多幅局部多色病理图像。在同一幅多色病理图像

中包含多个靶点的病理信息，因此，首先要对多色

病理图像进行颜色解析，然后利用多色拼接算法

对多个子区域图像进行拼接构成全景数字病理图

像并可视化，最后对多靶点全景数字病理图像进

行定量分析，找出多靶点病理之间的关联。 

2.3.1    图像重建

在当前常用的光谱成像方法中，多光谱成像

显微镜系统先捕获多光谱图像，再由多个图像平

面组成多层图像“立方体”，这些平面通过光谱来

对应于液晶可调谐滤波器所选择的波长。然后，

使用逆最小二乘拟合将多重染色样本的图像解混。

解混分离每个荧光团的自荧光和重叠发射信号，

从而去除自荧光背景，产生各个信号特定的“成分”

平面[20]，完成多色病理图像多色解析（靶点解析）。

靶点解析后的图像是小视场多色荧光图像，

利用图像拼接技术提取相邻小视场多色图像重叠

部分的特征点，通过匹配相邻图像的重叠区域的

特征点，将多张小视场多色图像拼接成一张全景

多色图像。图像拼接流程如图 6所示。
  

输入图像 图像预处理 图像配准 图像融合 全景图像

 
图 6    全景数字病理图像拼接流程

Fig. 6    Mosaic process of panoramic digital pathological images
 

图像配准和图像融合是直接影响图像拼接

性能的两个步骤。空间域中图像配准算法一般

分为基于区域的图像配准和基于特征的图像

配准。对于基于图像区域实现图像配准的方法，

Plattard[86] 等提出互信息法，通过重叠区域的联合

熵来评判两张图像的信息相互包含程度，根据联

第 6 期 张新华, 等: 多靶点全景数字病理：从原理到应用 1265



合熵便可以实现图像的配准。基于图像特征的图

像配准，提取具有特殊性质的特征点集作为匹配

依据，常用的特征检测器有 Harris、FAST（Fea-
tures  from  Accelerated  Segment  Test） 、 SURF
（Speeded-Up Robust Features）、SIFT（Scale-Invari-
ant Feature Transform）。由于 Harris会产生大量

密集角点，FAST难以区分边缘点和噪声点，特征

点配准方法中 SIFT和其改进算法 SURF[87] 应用

最为广泛。SIFT通过尺度空间筛选尺度和旋转

不变兴趣点，根据图像局部区域的梯度方向对进

一步筛选的关键点赋予方向，然后用一组向量对

特征点及其邻域像素点信息进行描述。基于不同

图像融合方法，拼接算法分为平滑过渡和最佳拼

缝，基于平滑过渡拼接的方法可进一步分为基于

羽化、金字塔和基于梯度的拼接[88]。 

2.3.2    数据存储及可视化

医院扫描产生的图像数据量很大，拼接后一

张全景图像大小就为 800 M ~ 1 G。以南方医科

大学南方医院采购医用设备招标项目为例，要

求数字化病理扫描系统指标如下：放大倍率分别

为 20×和 40×，持续产出量达到 7小时 400片[89]。

在医院中每年将产生数百万张病理医学图像，年

存储增量可达 TB级。因此，在多靶点全景数字

病理研究中要重点考虑病理图像数据存储及可视

化方式。

病理数据存储策略需要考虑持续增长的容量

需求，如兰乌特勒支大学医学中心病理系通过建

立标准的数字病理存储系统实现全面数字病

理[90]。其存储方式主要采用分层策略：第一层为

低延迟、高带宽存储系统，其将为虚拟存储集群

（操作系统、数据库）和数字切片提供本地短期存

储。第二层是存储于网络连接（Network Attached
Storage, NAS）上的全院系统，具备高度可扩展的

存储容量（最高达 PB级），数字图像在归档后将

存储在该层。

全景图像可视化视野范围大，存储信息多，一

次可实现整张全景图像可视化，但处理时间久，通

常不能进行实时可视化。在查看大视场图像时，

由于计算机屏幕的限制，不能一次性加载最高分

辨图像。目前的可视化采用多分辨率层次金字塔

模型，主要是根据原始图像构建图像序列，序列中

的每个图像称为一个层，每一层都是原始图像不

同分辨率下的图像。利用该方法每次可视化只

需按需加载部分图像数据，不仅可以减少内存

加载，而且可以解决文件存储和带宽之间的矛盾，

实现快速实时可视化，方便医生浏览整张全景

图像。 

2.3.3    定量分析

（1）预处理

图像质量对后期定量分析很重要，处理不当

会导致病理图像定量分析准确性下降。降低图像

质量的原因可能有疾病异质性、切片制备、图像

采集过程条件不一致等。采用预处理方法可以在

一定程度上减少误差，如组织伪影检测、图像去

噪、染色标准化、增强图像对比度等[91]。其中，组

织伪影检测与染色标准化是常用的预处理方法。

正确检测组织学图像中的组织和伪影是保证图

像质量的前提。常用组织和伪影检测方法有滤波

器与阈值化相结合[92]、语义分割算法[93]、特征提

取分类器[94] 等。染色标准化是图像处理的基础，

Massimo Salv等人总结了三种染色标准化策略，

一是全局颜色归一化：首先从模板图像中提取全

局信息（例如 RGB直方图、亮度），然后映射到源

图像。二是染色分离后的颜色归一化：根据模板

图像的颜色分布，分离单个染料的权重以改变原

始图像。三是利用深度网络的颜色转移：采用风

格转移方法将源图像的染色风格更改为模板风

格 [95]。接下来将从组织形态识别、细胞表型检

测、空间距离分析方面定量分析多靶点全景病理

图像。

（2）组织形态识别

在组织病理分析过程中，病理学家通常通过

评估细胞核的多形性和细胞结构的空间排列来区

分正常组织、非恶性和恶性病变[96]。针对某些疾

病的病理诊断需求,以淋巴细胞识别、有丝分裂数

目检测、细胞核大小识别为例，从整张病理切片

中识别并分离出上述细胞或组织结构以进行数字

病理分析。

传统方法主要依赖于数字图像处理技术，采

用基于各种特征描述符的手工特征提取方法，例

如根据颜色、纹理、形状和组合描述符等实现细

胞或组织的识别和分类。2013年，Ciresan[97] 等人

首次使用滑动窗在数据集中截取大量小样本，然

后采用卷积神经网络（Convolutional Neural Net-
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work, CNN）分类模型对样本做有无有丝分裂的

二分类, 以检测有丝分裂数目。Chen[98] 等人使用

基于分离色彩通道的卷积神经网络生成细胞概

率响应图，并在响应图中自动检测免疫细胞。回

归/分类框架将对象识别视为一个回归或分类问

题，采用统一框架直接获得最终结果（类别和

位置）。

（3）细胞表型检测

细胞表型是多个基因和蛋白表达的细胞过程

的集合体，决定了细胞特定的形态和功能。了解

细胞表型对于了解癌症进展和免疫治疗反应的机

制至关重要。将细胞内成分检测技术与多色免疫

荧光分析方法相结合，可检测不同细胞亚群合成

的细胞因子，如对淋巴细胞亚群和白血病免疫表

型分析[99]。

目前有些学者构建了专业的数字图像分析软

件，结合机器学习算法完成细胞表型检测。如

Koelzer[100] 等人使用多重 IHC和数字图像分析软

件对 PDL1表达进行识别和计算定量，然后利用

随机森林算法实现免疫细胞的分类和定量分析。

Sun团队开发了新型计算工具 Scissor，可以在单细

胞数据中识别出与给定表型相关的细胞亚群[101]。

Scissor首先通过量化每个单细胞和每个大量样

品之间的相似性，整合与表型相关的大量表达数

据和单细胞数据，然后优化与样本表型相关的矩

阵回归模型，以识别相关亚群。基于深度学习

（Deep Learning, DL）的图像分析也被广泛用于多

靶点图像定量分析中的细胞表型检测。Harder等
人使用高精度多分辨率配准方法和基于网络架

构 GooglieNet的卷积神经网络来区分黑色素和

IHC标记的阳性免疫细胞[102]。

（4）空间距离分析

在组织细胞表型的基础上计算不同细胞之间

的空间关系，进而对细胞之间的相互作用做出推

测，也可以计算出组织交界面两侧的细胞密度，对

细胞的浸润程度进行分析。如观察免疫 T细胞

与肿瘤细胞的聚集倾向和接触范围、判断不同样

本组之间的免疫效果差异等。

将多染色面板和开源图像分析软件相结合用

以实现免疫细胞的定量分析。Oguejiofor K等人

通过 Vectra自动多光谱成像系统[103]、Nuance FX
多光谱成像系统软件和 inFORM®高级图像分析

软件实现了对肿瘤浸润淋巴细胞（Tumor Infiltrat-
ing Lymphocytes, TILs）与人乳头瘤病毒肿瘤状态

和患者生存率之间的关系分析[104]。Failmezge[105]

等人提出了拓扑肿瘤图（Topological Tumor Graphs,
TTG），其基于自动图像分析提供的细胞空间映

射，将每个细胞视为一个节点，如果它们在空间上

接近 35 μm，则绘制细胞之间的边缘，由此可得出

细胞类型之间的空间相互作用。Barua等利用 G-
cross空间距离分布方法实现了每种细胞类型丰

度和空间位置以及它们彼此之间接近度的分析，

该方法可以在微米级半径范围内找到至少一个

任意给定类型的免疫细胞，验证了肺癌细胞和特

定免疫细胞在肿瘤微环境中的空间邻近性预后

意义[106]。 

3    多靶点全景数字病理应用

多靶点全景数字病理技术可以标记检测多种

细胞结构和环境，通过分析位置分布和监测病理

特征，有助于进一步了解细胞组织间的相互作用

及功能。多靶点全景数字病理利用免疫荧光成像

技术对细胞内部蛋白质分子等的分布状态进行精

确观测，解决了传统检测手段面临的检测时间

长、成像视野小、分辨率不足等问题，推动了医疗

及生物应用的后续研究和发展。多靶点全景数字

病理在生物医学领域的应用主要包括肿瘤微环

境、肿瘤分子分型等。 

3.1    肿瘤微环境

肿瘤微环境由癌细胞、恶性上皮细胞和多种

基质细胞等构成，癌细胞的增殖、侵袭和转移等

生物学行为受到宿主基质细胞特性的影响 [107]，

因此，微环境的相互作用与癌细胞致病过程密切

相关。在发掘生物标志物和潜在药物靶点上，肿

瘤微环境利用其机制特性，为后续研究提供关键

帮助[108]，肿瘤微环境如图 7（彩图见期刊电子版）

所示[109]。

利用肿瘤微环境中细胞结构及组织组成之间

层次调节的特征，调控细胞对疾病的反应。但是

一些蛋白标记物独特地分布于亚细胞体积中肿瘤

块的不同部分，可以对这些蛋白标记物进行定向

检测。非小细胞肺癌研究利用 Akoya多色免疫

荧光技术，对新辅助治疗前后的肿瘤免疫微环境
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进行 7色多靶标标记，对肿瘤免疫微环境的免疫

细胞浸润进行量化分析，验证了治疗前后肿瘤免

疫微环境的动态变化[110]。目前已有的研究在如

何构建肿瘤微环境上仍然有许多无法克服的问

题，如大视场成像、分辨率等，而多靶点全景数字

病理可以通过对肿瘤微环境标记出多个靶点，进

行多方位的组织成像，成功定位细胞、产物的位

置分布，有利于研究肿瘤微环境多个层次的异质

性。Obradovic等人利用多靶点定量免疫荧光验

证了异质性疾病肾透明细胞癌（Clear Cell Renal
Cell  Carcinoma,  ccRCC）微环境中特异性的 TR-
EM2/APOE/C1Q上调巨噬细胞亚群，这一关键发

现可作为预测肾透明细胞癌复发的潜在生物标

志物[111]。 

3.2    肿瘤分子分型

1999年美国癌症研究所提出了肿瘤分子分

型的概念，即从形态学领域转向分子水平对肿瘤

进行系统划分，其主要是通过分子水平表达差异

（如抗体表达、免疫标志物）进行分型[112]。21世

纪以来，各个团队也一直致力于研究肿瘤分型。

2006年，Hu等利用微阵列数据针对乳腺癌分子

建立了一个新的亚型预测因子，基于此，提出了一

种新型的乳腺癌分子型，为肿瘤前瞻性提供了

一种客观方法[113]。在此基础上，利用多靶点方法

对肿瘤区域不同分子表达进行标记，进一步使用

全景数字病理对肿瘤分子分型进行精确划分。

Helmink等利用多色免疫荧光技术对三级淋巴结

构进行多靶点标记（如图 8（彩图见期刊电子版）

所示），针对细胞内的生物标志物进行开发从而对

其中的免疫细胞进行精确分型[114]。

  

50 μm
 

图 8    三级淋巴结构免疫标记荧光成像[114]

Fig. 8    Immunolabeling  fluorescence  imaging  of  tertiary
lymphoid structures[114]

 

使用全景成像技术将玻片上的样本进行扫描

采集成像生成图像数据集，并对这些数据集图像

进行拼接，在大视场和高分辨率条件下观察多色

免疫荧光染色情况[20]，进而依据免疫标志物的差

异从分子水平进行肿瘤分子分型。除此之外，多

靶点全景数字病理技术可以根据肿瘤组织原位来

测定不同免疫细胞亚群（如 B细胞、T细胞）表

型、状态及相互关系[115]，为肿瘤分子分型提供分

析数据和依据，进而为临床上个性化治疗制定策

略和方案[111]。 

4    结束语

多靶点全景数字病理是病理学和形态学研究

的重要手段，其揭示了细胞组织之间相互作用以

及功能变化。本文从基础技术和生物医学应用两

方面介绍了多靶点全景数字病理。在基础技术中

介绍了多靶点全景数字病理的生物样本处理、光

学成像和图像处理 3方面相关技术：（1）生物样本

准备，使读者了解如何选择靶点、处理组织样本

和样本标记，从而获得多靶点标记的组织样本；

（2）光学成像，讲述了光谱解析的多色成像原理，

介绍了面扫描与线扫描的全景成像技术，以及虚

拟显微镜技术和高速自动化系统的结合实现了大

视场高通量光学成像技术；（3）图像处理，介绍了

如何通过颜色解析和图像拼接实现全景多靶点图

像并定量分析多靶点之间的关联表达。在应用方

 

 
图 7    肿瘤微环境[109]

Fig. 7    Tumor micro environment[109]
 

1268 中国光学（中英文） 第 15 卷



面简单介绍了多靶点全景数字病理在肿瘤微环境

和肿瘤分子分型方面的研究。这些研究有助于揭

示细胞组织间的相互作用及功能变化，有助于推

动多靶点全景病理图像在生物医学领域的研究。

虽然多靶点全景数字病理技术已被应用于生

物医学领域，但是它的发展还不成熟，仍然有许多

待完善的地方。例如在选择靶点方面，可以结合

多靶点专家知识库，从而获得针对某种疾病更合

适的靶点；在实现全景扫描成像方面，可以通过优

化复杂的光学成像系统进而实现更高性能的“多

色、全景、高通量”光学成像；在图像处理方面，可

以结合深度学习来实现颜色解析和图像拼接，进

而为定量分析提供高质量的图像数据，通过优

化算法减少数据处理时间，实现数据实时可视

化，方便病理医生浏览整张全景图像完成病理诊

断等。

然而，通过调研该领域目前的研究现状以及

分析实现多靶点全景数字病理的主要影响因素，

多靶点全景数字病理的发展将面临的一些关键技

术挑战如下：样本多标记免疫荧光染色时如何解

决抗体冲突问题[116]；光谱成像时重复信号串色干

扰问题[117]；定量分析时，如何解决定量分析标准

化等问题[116]。这些关键问题的解决，需要进一步

的深入研究。
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