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摘要　超分辨成像已成为活细胞结构和功能成像的关键工具，荧光分子定位是超分辨成像过程中不可缺少的步

骤。从超分辨成像角度研究各种荧光分子定位算法性能具有重要的意义。选择５种典型的荧光分子定位算法：质

心法、广义质心法、高斯拟合、解线性方程组和极大似然法，以定位精度和定位时间来评价所选择算法的性能。结

果表明，１）高斯拟合、极大似然法和广义质心法能高精度对荧光分子定位，不受荧光分子所在子区域提取的影响；

２）质心法和解线性方程组法能应用于图像在线分析，但定位精度较低，受子区域提取影响较大；３）当两个荧光分

子位于一个衍射斑时，采用这５种算法的定位精度都会急剧下降。
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１　引　　言

　　近年来，超分辨成像技术实现了在分子水平下

对活细胞精细结构的观察，成为生物结构和功能成

像极 其 重 要 的 工 具［１～７］。光 敏 化 定 位 显 微 镜

（ＰＡＬＭ）是一种典型的超分辨成像技术，在ＰＡＬＭ

成像过程中，首先利用一种波长的激光激活少量荧

光分子，少到激活分子稀疏分布足以保证每个衍射

斑至多只包含一个激活荧光分子的程度。再用另一
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种波长的激光激发和漂白这些被激活的荧光分子，

激发态荧光分子能够发射光子。根据光子的空间分

布信息，确定其精确位置。当激活的荧光分子都被

定位与漂白之后，再进行下一次激活，直到所有的荧

光分子被定位与漂白。一幅超分辨图像由若干荧光

分子位置叠加获得［８～１０］。显然，荧光分子定位是超

分辨成像过程中不可缺少的一环。另外，荧光分子

定位精度σ是决定超分辨图像的空间分辨率的一个

重要因素，定位算法的优劣对超分辨图像质量有重

要的影响。

荧光分子定位不仅是超分辨成像不可缺少的，

在其他方面也应用广泛。这导致大量定位荧光分子

的方法被提出，包括质心法（ＣＭ）
［１１～１３］、高斯拟合法

（ＧＦ）
［１２，１３］和极大似然法（ＭＬＭ）

［１４，１５］等，并对这些

算法的性能进行了详细比较［１３］。采用仿真手段生

成图像，以荧光分子定位精度作为指标，指出质心法

和高斯拟合法的优势与不足［１６］。对探测器、图像压

缩和各种噪声对荧光分子定位精度影响的分析表明

绝大多数算法在合适的实验条件下，均能达到纳米

级的定位精度［１７］。这些工作对实际应用采用合适

的算法有积极的意义，同时也为进一步设计更好的

算法提供了必要的基础。然而，超分辨成像对算法

的要求与其他应用存在差异，具体表现在：１）考虑

荧光分子定位精度的同时，需要对定位的速度有一

定的要求，毕竟一幅超分辨图像由数十万个荧光分

子构成［３～５］；２）荧光分子所在子区域的提取是否影

响算法的定位效果；３）分析算法能够对距离多近的

两个荧光分子定位有利于提高超分辨成像的时间分

辨率［３，４］，因为每次尽可能多地定位荧光分子将缩

短成像时间。对于应用于超分辨成像的新方法，例

如广 义 质 心 法 （ＧＣＭ）
［１７］和 解 线 性 方 程 组 法

（ＦＢＭ）
［１８］，均能实现实时处理。

本文比较了５种常用于超分辨成像的算法：质

心法、广义质心法、高斯拟合法、解线性方程组法与

极大似然法的性能。在不同水平的信噪比和荧光分

子偏移条件下，展示各种算法对荧光分子的定位能

力，然后给出两荧光分子的距离与定位精度之间的

关系，比较每种算法定位单个荧光分子所需要的平

均时间。最后基于每种算法的特点，指出影响它们

性能表现的一些原因。

２　方　　法

　　先用荧光分子成像模型和噪声模型产生仿真图

像，再分别用５种算法对每次产生的仿真图像集进

行处理，其结果作为比较这些算法性能的依据。

２．１　成像模型与噪声模型

　　在不考虑荧光分子偏振和离焦的情况下
［１９，２０］，

单个荧光分子成像模型能用点扩展函数表示。因点

扩展函数与二维高斯函数的相似性［２１］，探测器上像

素（犻，犼）处接收的平均光子数（光强）可表示为

犐犻，犼 ＝犃ｅｘｐ －
（犻－狓０）

２
＋（犼－狔０）

２

２δ［ ］２ ＋犫，（１）

式中（狓０，狔０）为荧光分子位置，犃和犫分别为信号的

峰值和背景噪声的强度，δ为高斯函数的核宽度。由

于光信号在探测器上的成像过程中，引入散粒噪声，

像素（犻，犼）处接受到狇个光子的概率表示为

犘ｆ（犻，犼）＝
ｅｘｐ（－犐犻，犼）犐

狇
犻，犼

狇！
， （２）

根据（２）式，若犐犻，犼 已知，可以通过仿真方法得到图

像中每个像素里的光子数。仿真模拟基于最基本的

光学系统，其参数设置如下：波长为５００ｎｍ，数值孔

径为１．４，系统放大倍数为１００倍，像素边长为

７．５μｍ，δ与这些参数的关系可见文献［２１］。信号

的信噪比为［２２］

犚ＳＮ ＝犐ｐｅａｋ／ 犐２ｐｅａｋ＋槡 １０， （３）

式中犐ｐｅａｋ为光斑的峰值强度，１０为设置的背景噪声

强度。

２．２　定位算法

２．２．１　质心法

质心法［１１～１３］利用荧光分子成像模型圆对称性

质，通过加权平均方法获得荧光分子的位置。若图

像用矩阵犐表示，荧光分子沿狓，狔轴方向的位置分

别为

犆狓 ＝∑
狀

犻＝１
∑
狀

犼＝１

（狓犻犐犻，犼）∑
狀

犻＝１
∑
狀

犼＝１

（犐犻，犼）， （４）

犆狔 ＝∑
狀

犻＝１
∑
狀

犼＝１

（狔犻犐犻，犼）∑
狀

犻＝１
∑
狀

犼＝１

（犐犻，犼）， （５）

式中狓犻表示像素（犻，犼）在狓轴方向的坐标，狔犻表示像

素（犻，犼）在狔轴方向的坐标，狀表示提取图像区域的

大小。

２．２．２　广义质心法

广义质心法［１７］是对质心法进一步调整，采用迭

代不断消除提取区域对定位精度的影响。以前一次

质心法确定的荧光分子位置所在的像素为中心，在

图像中提取子区域，通过子区域的信号，获得新的荧

光分子的位置，再一次提取子区域，如此循环直到荧

光分子的位置稳定为止。其具体操作为：１）提取图

像的子区域：通过质心法获得荧光分子的位置

５１７２
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（狓犽，狔犽），犽＝１。狓犽，狔犽 分别为荧光分子在整幅图像

中狓和狔方向的坐标。２）计算荧光分子新的位置：对

（狓犽，狔犽）取整运算得到（［狓犽］，［狔犽］），［·］表示取整，

以（［狓犽］，［狔犽］）为中心，提取长和宽为狀个像素的图

像子区域，按（４），（５）式计算荧光分子在子区域的

位置。其中（狓犻，狔犻）为偏移提取子区域中心的坐标。

荧光分子新的位置为（狓犽＋１，狔犽＋１）＝ （［狓犽］＋犆狓，

［狔犽］＋犆狔）。３）重复步骤２）直到荧光分子的位置趋

于稳定或超过迭代步数时停止。最后得到的迭代值

为荧光分子位置。

２．２．３　高斯拟合法

高斯拟合法［１２，１３］在弱信号水平下能保持较高

的定位精度，从而成为超分辨成像中应用最广泛的

一种方法［３～５］。在理想状态下，荧光分子成像模型

可用一个二维高斯模型表示

犐（狓，狔）＝犃ｅｘｐ －
（狓－狓０）

２
＋（狔－狔０）

２

δ［ ］２ ＋犫，

（６）

式中犐（狓，狔）为像素（狓，狔）处的理论光强，调整参数

使理论光强逼近观察信号，即通过（６）式拟合提取

子区域光强分布得到荧光分子的位置（狓０，狔０）。

２．２．４　解线性方程组法

解线性方程组法［１８］是在知道荧光分子成像模

型与背景噪声强度的情况下，导出一个线性方程组，

通过求解线性方程组获得荧光分子精确位置。若荧

光分子的位置为 （狓０，狔０），（狓，狔）处的理论光强也可

用（６）式表示，具体推导参见文献［１６］。为简化线性

方程组的表达，记 犘２犻 ＝２δ
２ｌｎ（〈犐犻〉－犖犅），α犻 ＝

１

２
（狓２犻＋狔

２
犻＋犘

２
犻），犅＝

狓１ 狔１ １

  

狓犖 狔犖

烄

烆

烌

烎１

，其中δ
２由光

学系统确定，犖犅 为实际计算的背景噪声强度，

（狓犻，狔犻）为像素的位置，〈犐犻〉为像素（狓犻，狔犻）处观察

的光强，则荧光分子位置为

狓０

狔

烄

烆

烌

烎０
＝
１ ０ ０（ ）０ １ ０

（犅Ｔ犅）－１犅Ｔ
α１



α

烄

烆

烌

烎犖

． （７）

２．２．５　极大似然法

极大似然法［１４，１５，２３］基于荧光分子的发射模型，

调整参数（包括荧光分子的位置），使得光强的空间

联合分布达到最大。若设像素 （犻，犼）处检测到狇个

光子概率为

犘（犐犻，犼 ＝狇）＝
犐狇犻，犼ｅｘｐ（－犐犻，犼）

狇！
， （８）

可用二维高斯函数逼近，如（１）式所示。

令狇犻，犼表示像素（犻，犼）处检测的光子数。使光强

的空间联合分布概率ｌｎ［Π犘（犐犻，犼＝狇犻，犼）］达到最大。

由（１）式所估计的参数均大于０可以得到优化问题

ｍｉｎ犔＝ （∑
１≤犻，犼≤狀

犐犻，犼）－ ∑
１≤犻，犼≤狀

［狇犻，犼ｌｏｇ（犐犻，犼）］，

犃＞０，狓０ ＞０，狔０ ＞０，δ＞０，犫＞０ （９）

求解（９）式得到荧光分子的精确位置 （狓０，狔０）。

３　结果与讨论

　　从超分辨图像处理角度，先分析信噪比、荧光分

子偏移子区域中心和两荧光分子距离这些因素与定

位结果的关系，然后给出每种算法定位单个荧光分

子所需要的平均时间。

３．１　荧光分子偏移与信噪比对定位精度的影响

　　对于给定的信噪比，每次产生２００帧单个荧光

分子６０ｐｉｘｅｌ×６０ｐｉｘｅｌ图像，分子的位置在图像中

心像素里随机确定［１２］，以平均定位精度来衡量各种

算法对荧光分子的定位能力。由图１（ａ）可见，极大

似然法和高斯拟合法定位精度明显优于质心法和线

性方程组法，这一结论与文献［１３～１８，２３］相符。

其原因在于：荧光分子可在提取子区域中心像素的

任意位置，而不是在中心像素的正中心，即质心法的

假设存在缺陷，而高斯拟合法与极大似然法通过迭

代方法克服了这一缺陷。解线性方程组法定位效果

较差，主要是在构造线性方程组过程中，需要对背景

噪声和信号进行精确的估计［１８］。即使估计误差很

小，但由于误差需要通过对数运算，极大地影响了方

程组的结构。由图１（ｂ）可见，当荧光分子偏移提取

子区域中心１个像素时，质心法和解线性方程组法

的定位精度显著降低，而其他３种方法定位精度依

然保持不变。这进一步证实了质心法的定位精度与

提取子区域引入的偏差有关。而解线性方程组法，

原理上可以克服这一偏差，但在实际计算中，荧光分

子偏移子区域的中心意味着处于弱信号的区域进一

步增加，从弱信号中分离噪声和有用信号变得困难，

导致线性方程组的结构失真更严重。广义质心法是

用迭代不断调整子区域的选取，直到荧光分子处于

子区域的中心时停止，因而广义质心法能够有效地

消除提取子区域引入的偏差。极大似然法和高斯拟

合法的模型考虑了荧光分子偏移子区域的中心像素

这一情形，通过迭代能够精确找到荧光分子的位置。

３．２　荧光分子距离对其定位精度的影响

　　为了分析荧光分子距离对定位精度的影响，按
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如下方式生成图像，一个荧光分子位于截取子区域

中心，另一个荧光分子偏移子区域的中心范围为

７５～６００ｎｍ，而在仿真图像中一个衍射斑的直径为

３００ｎｍ。位于区域中心荧光分子定位的结果，必然

受到另一个荧光分子空间光强分布的影响。其影响

程度对于不同算法是不同的。图２中，当犚ＳＮ＝３和

犚ＳＮ＝７时，随着荧光分子的距离增加，定位荧光分

子误差均是先增加后减少，特别在高信噪比信号情

形下更明显。其次，每种算法所对应定位精度的变

化幅度存在明显的差异。极大似然法与高斯拟合法

定位精度随着荧光分子间距离的变化非常显著，表

明这两种方法分离信号与噪声能力强，能够有效识

别信号模式偏移二维高斯函数的情形。相比而言，

质心法与广义质心法在低信噪比水平下，定位精度

差异不大，表明它们识别信号与噪声的能力较弱。

而对于解线性方程组法，定位精度随着分子间的距

离变化都介于质心法和高斯拟合法之间，原因在于

解线性方程组法是基于二维高斯函数能够刻画荧光

分子成像模型。当信号模式偏移二维高斯函数时，

会存在模型误差，所以定位精度变化幅度比质心法

大。另外由信号与背景噪声区分导致构造的方程组

失真带来的误差，将掩盖模型误差，使得荧光分子定

位变化幅度小于高斯拟合法。综上所述，所有算法

都无法克服荧光分子距离对其定位的影响。消除这

种影响的前提是要知道提取的子区域包含多少个荧

光分子成像信息。

图１ 截取子区域中心与荧光分子所在位置重合（ａ）及相差１个像素（ｂ）时，不同算法的定位精度随犚ＳＮ的变化

Ｆｉｇ．１ Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｅｃｉｓｉｏｎｖｅｒｓｕｓ犚ＳＮｂｙｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓｗｈｉｃｈａｒｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ

ｓｉｎｇｌｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌｅｌｏｃａｔｉｎｇｉｎ（ａ）ａｎｄ１ｐｉｘｅｌｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ｂ）ｆｒｏｍｔｈｅｃｅｎｔｅｒｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｓｕｂｗｉｎｄｏｗ

图２ 两个荧光分子间的距离对不同算法定位精度的影响

Ｆｉｇ．２ Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｅｃｉｓｉｏｎｖｅｒｓｕｓｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌｅｐａｉｒｓｂｙｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

３．３　算法复杂性

　　荧光分子定位所耗时间是评价算法优劣的一个

重要指标，提高荧光分子定位速度是实时成像的重

要选择。如表１所示，除高斯拟合与极大似然法外

的３种算法都可以用于荧光分子的实时成像，其中

质心法速度最快，因为它只要对子区域的像素的光

强进行简单的代数运算。极大似然法定位荧光分子

速度最慢，原因在于在求解非线性优化问题时，每次

迭代都需要复杂的运算。追求高精度荧光分子定位

速度往往是以牺牲定位时间为代价的。若采用高斯

拟合法甚至极大似然法对超分辨进行实时成像，需

要采用并行算法对图像进行批处理［２３，２４］。表１实

验运行环境为ＩｎｔｅｒｌＣｏｒｅ２ＤｕｏＧＰＵ＠２．２０ＧＨｚ，

使用软件为 Ｍａｔｌａｂ７．０。
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表１ 各种算法定位单个分子所需时间平均值与标准差

Ｔａｂｌｅ１ Ｍｅａｎａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ｏｆｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｆｏｒｓｉｎｇｌｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌｅ

Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ＣＭ ＧＣＭ ＧＦ ＦＢＭ ＭＬＭ

Ｍｅａｎ／ｍｓ ０．０５ ０．２０ ３．００ ０．４０ ５．６０

Ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ／ｍｓ０．０５ ０．０２ ０．３０ ０．１５ ２．００

４　结　　论

　　在超分辨成像过程中，对各种定位算法进行定

量比较。高斯拟合法与极大似然法的定位精度最

高，且提取的子区域对算法定位精度的影响不大，但

是这两种算法所需的定位时间较长。质心法和解线

性方程组法虽能快速定位荧光分子，但精度较差。

广义质心法有较高的定位精度，同时不失定位速度

优势。其次，以上５种算法都无法克服荧光分子间

的距离对其定位精度的影响。因而，处理高密度荧

光分子定位仍需设计新的算法。
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