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基于交替下降条件梯度的低光子数荧光寿命分析
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摘要　发展适用于低光子数应用环境的荧光寿命分析方法对快速荧光寿命显微成像(FLIM)方法的发展和应用都

具有重要意义.受高密度单分子定位显微成像中压缩感知算法的启发,将荧光寿命分析看成一个稀疏逆问题,提
出了一种基于交替下降条件梯度(ADCG)的荧光寿命分析新方法,并通过对模拟数据和实验数据进行分析,验证了

ADCGＧFLIM算法即使在低光子数情形下依然能够较好地分析荧光寿命,从而有利于活细胞快速FLIM技术的发

展和应用.
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１　引　　言

荧光寿命显微成像(FLIM)通过探测样品中荧

光分子的寿命分布和变化,来研究细胞微环境以

及细胞中蛋白质分子间的相互作用等,在生物医

学研究中得到了广泛应用[１].荧光寿命是荧光分

子受到极短的脉冲激光激发后,发射荧光强度指

数衰减到初始强度的１/e时所需的时间.荧光寿

命与激发光强度、探针浓度、光漂白等无关,只在

荧光分子与其他分子发生相互作用或周围微环境

(如pH值、黏度等)发生改变时才会发生变化;因
此,对荧光寿命进行测量就可以灵敏地反映这些
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过程,并可实现定量测量.FLIM中检测荧光寿命

的 方 法 有 多 种,其 中 时 间 相 关 单 光 子 计 数

(TCSPC)[２]是目前应用最广泛的一种.TCSPC通

过高重复频率脉冲反复激发荧光分子,使每一个

周期至多只发射一个荧光光子,然后利用高灵敏

度探测器和高精度计数电路探测每个到达的光

子,并记录其相对于激发脉冲的到达时间,从而得

到反映样品荧光衰减特征的数据集.但由于激励

源和探测器等均存在响应时间,探测到的荧光衰

减信号并不是呈单纯的指数衰减,而是指数衰减

与仪器响应函数(IRF)的卷积,因而荧光寿命分析

的主要任务,就是从测量得到的衰减数据中获取

荧光分子的寿命.目前已有多种算法被用于荧光

寿命数据的分析,如最小二乘(LS)拟合[３]、最大似

然估计(MLE)[４]、相量法[５]、贝叶斯估计[６]等.其

中,LS和 MLE是最常用的分析方法.这两种方

法在大样本(即采集了大量光子)情况下均能准确

地获得荧光分子的寿命,但在低光子数情况下,由
于样本量的缺失,分析时经常会带来较大误差.
随着FLIM应用于活细胞实时监测需求的提高,发
展适用于低光子数条件下的荧光寿命分析方法成

为快速FLIM发展的关键之一.受高密度单分子

定位显微成像中压缩感知算法的启发,本文提出

了一种基于交替下降条件梯度(ADCG)的荧光寿

命分析新方法,即 ADCGＧFLIM 算法,通过对模拟

数据和实验数据进行分析,得到了该算法即使在

低光子数条件下依然能够较好地分析荧光寿命的

结论,这一结论可促进快速FLIM技术的发展.

２　基本原理

２．１　TCSPCＧFLIM 探测模型

TCSPCＧFLIM的基本原理是采用高重复频率

的脉冲激光激发荧光分子发射单个光子,TCSPC记

录从脉冲激发到光子到达探测器的时间,然后形成

不同时间到达的光子数的统计直方图.把TCSPC
的每一次激发探测记为一次事件,由于激励源和探

测器等均存在响应时间,因此TCSPC实际探测到

的时间是每次事件的仪器响应时间与光子发射时间

之和.尽管每次事件的仪器响应时间都不同,但在

统计意义上仪器响应时间近似为高斯分布,可用仪

器响应函数XIRF(t)表示(t为光子到达时间).因

此,TCSPC记录的光子数随时间的统计分布f(t)
可表示为荧光光子数的衰减曲线g(t)与XIRF(t)的
卷积,即

f(t|τ)＝g(t|τ)∗XIRF(t)＋b(t), (１)
式中:b(t)为背景信号;τ为荧光寿命.记μIRF为仪

器响应函数的期望,σIRF为其标准差,则 XIRF(t)的
表达式为

XIRF(t)＝exp[－(μIRF－t)２/σ２IRF], (２)
记T 为脉冲激发周期,N 为时间通道数,则荧光光

子数衰减曲线g(t)的具体表达式为[７]

g(t|τ)＝exp(－t/τ)exp
[T/(Nτ)]－１

１－exp(－T/τ){ }.
(３)

TCSPCＧFLIM中荧光寿命分析的任务就是在真实

荧光寿命未知的情况下,根据带噪声的观测数据和

上述模型来估计荧光寿命τ,因此精确地估计荧光

寿命对FLIM成像及其应用至关重要.目前常用的

荧光 寿 命 分 析 方 法 有 LSＧFLIM、MLEＧFLIM 等

算法.

２．２　荧光寿命分析算法

２．２．１　LSＧFLIM算法

LS用于荧光寿命分析的原理最为直观,即最小

化观测数据yi 和模型f(t|τ)之间的残差,使模型

的输出尽可能地接近观测的数据.其残差,也就是

损失函数l１ 为

l１＝∑
i

[f(t|τ)－yi]２

max(yi,１)
, (４)

式中:i为荧光衰减曲线的时间通道;yi 为该时间通

道的光子数.
若利用最小二乘原理令损失函数最小,此时得

到的寿命τ∗即为所求的荧光寿命

τ∗ ＝argmin
τ

l１. (５)

２．２．２　MLEＧFLIM算法

MLE用于分析荧光寿命的基本原理是基于探

测到的数据对应真实模型的输出概率最大.由于探

测器的光子数统计服从泊松分布,因此探测到某一

时间通道ti 的观测值yi 的概率为

p(yi|τ)＝
f(ti|τ)yiexp[－f(ti|τ)]

yi!
.(６)

　　基于总概率最大的最大似然模型为

p(y|τ)＝∏
i
p(yi|τ)＝

∏
i

f(ti|τ)yiexp[－f(ti|τ)]
yi!

, (７)

式中:y＝(y１,y２,,yN)为探测到的信号序列.为

了避免数值下溢,(７)式通常取其对数形式,于是损

失函数l２ 为

l２＝－lnP(y|τ)＝

０２０７０２２Ｇ２
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∑
i

{f(ti)－yiln[f(ti)＋β]}＋c, (８)

式中:c为常数项.(８)式中的β是为了保证取对数

的值 大 于 零 而 加 入 到 公 式 中 的,这 里 取β＝
exp(－９).(８)式有很多种数值求解方法,但常用的

是LevenbergＧMarquardt算法[８],比起其他的求解

方法,其对初值的选择不敏感,收敛快,更加稳定和

通用.

２．３　ADCGＧFLIM 算法

如前所述,荧光寿命分析的任务是要尽可能地

从带有噪声和仪器响应函数的探测信号中恢复出真

实的寿命信息,这其实就是一个逆问题.如果探测

信号背后的真实信息是稀疏的,那么这个问题就是

稀疏逆问题.荧光寿命分析可以看成是一个稀疏逆

问题,这是因为荧光寿命探测的过程可看成是如下

过程:将一个对应寿命为τi 的真实信息看作一个激

励源wτiδτi
(wτi

为对应寿命信息τi 的光子数),脉冲

激光的激发产生了随时间而变的荧光信号衰减并被

TCSPC采样以时间通道记录,从而得到该激励源的

响应;若有多个寿命信息同时存在(通常称为多个寿

命“组分”),此时荧光信号的衰减应为多个衰减过程

的叠加,则TCSPC采样的总衰减信号也等于单个

寿命组分的衰减信号之和,且光子数满足均匀性,即

f(wτ１δτ１＋wτ２δτ２
)＝wτ１f(δτ１

)＋wτ２f(δτ２
).

(９)

　　考虑到荧光分子的衰减性质是不随时间而改变

的,因此荧光寿命的探测过程可以看作是一个线性

时不变系统,f 可表示成矩阵形式Φμ.其中:μ 代

表真实的光子数和寿命信息(即μ＝∑
i
wiδτi

);Φ 为

观测矩阵,描述荧光寿命的探测过程.
因此,考虑到噪声之后,荧光寿命分析的任务就

变成了从带有噪声b的探测信号y 和构建的观测矩

阵Φ 中恢复出真实寿命信息μtrue,即

y＝Φμtrue＋b. (１０)

　　在上述寿命探测模型中,一般荧光分子的寿命

组分是极少的(常见的有单组分、双组分等),即μture

是稀疏的.这是一个很重要的先验知识,正是基于

这个原因,荧光寿命分析可以看成是一个稀疏逆

问题.
源的稀疏性在实际的逆问题中是个非常重要且

普遍的特性,比如在随机光学重建显微(STORM)
等单分子定位超分辨成像技术中[９],为了突破衍射

极限,常采用使荧光分子稀疏发光的策略,通过对每

次探测得到的稀疏分子图像进行单分子定位来重构

超分辨图像.针对这种成像技术,目前已发展了多

种定位算法,其中基于 ADCG的单分子定位算法

ADCGＧSTORM[１０]和 TVSTORM[１１]的效果较好.

ADCGＧSTORM在二维单分子高密度定位算法竞

赛中[１２]名列第一.ADCGＧSTORM 通过改进条件

梯度 下 降[１３]算 法 实 现 了 二 维 单 分 子 的 定 位,

TVSTORM则利用ADCGＧSTORM 算法框架实现

了三维单分子的定位.
受 到 超 分 辨 算 法 ADCGＧSTORM 和

TVSTORM的启发,本文提出了荧光寿命分析的新

算法ADCGＧFLIM,将寿命分析的优化问题简化为

minl(Φμ,y),subjecttoμ≥０,μ(Θ)≤ρ,
(１１)

式中:Θ 为寿命的空间;μ(Θ)≤ρ 保证了解的稀疏

性,相当于L１范数;ρ是平衡模型与数据保真度、稀
疏解的参数,ρ越小,对解的稀疏性的约束越强.

由于探测器对光子的采集满足泊松分布,荧光

寿命的损失函数选择最大似然模型

l(Φμ,y)＝∑
i

{(Φμ)i－yiln[(Φμ)i＋β]}＋C,

(１２)
式中:C 是与寿命无关的常数项.

这意味着损失函数l(Φμ,y)不是一个关于μ
的凸函数,可能存在许多局部最优.ADCG在经

典条件梯度下降算法的基础上增加了在参数空间

的非凸局部搜索,全局条件梯度和非凸局部搜索

的交替,既利用了非凸规划算法的快速的局部收

敛性,又保留了与凸优化相关的稳定性和全局收

敛性.因此,本文将 ADCG算法用于解决上述荧

光寿命分析的优化问题,发展了适用于荧光寿命

数据分析的ADCGＧFLIM算法,其具体流程如图１
所示.

ADCGＧFLIM结合基追踪、匹配追踪、非凸优化

技术,设计了寿命τ 和光子数w 坐标交替下降,其
中子程序nonconvexoptimization利用构建的荧光

寿命衰减模型的梯度信息进一步减小损失函数,更
新寿命的支撑集.常用的基于一阶收敛的梯度下降

的收敛速度不如二阶收敛的牛顿法,但求解二阶海

森矩阵的计算量非常大,通过近似构造海森矩阵的

拟牛顿法(LＧBFGSＧB)可以克服这一缺点[１４],因此

这里在子程序nonconvexoptimization内部使用的

是LＧBFGSＧB优化算法.

０２０７０２２Ｇ３
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图１ ADCGＧFLIM算法流程图

Fig敭１ WorkflowofourADCGＧFLIMalgorithm

图２ 寿命估计值的统计结果随光子数的变化.(a)寿命估计值的平均误差;(b)寿命估计值的标准差

Fig敭２ Statisticalresultsofestimatedlifetimeversusphotoncounts敭 a Averageerrorofestimatedlifetime 

 b distributionwidthofestimatedlifetime

３　模拟仿真及实验结果

为了验证算法的性能,本文利用Laine[１５]的荧

光寿命模拟程序生成了 TCSPCＧFLIM 模拟数据,
并将本文提出的荧光寿命分析方法 ADCGＧFLIM
与PicoQuant公司开发的基于 LS的 FluoFit算

法[１６]、牛津大学放射肿瘤研究所开发的FLIMLib
曲线拟合库[１７]中的 MLEＧFLIM算法进行对比.为

了方便地进行定量分析,把利用算法处理模拟数据

得出的荧光寿命值称为估计值,用估计值的平均值

偏离真实数据的误差来表征算法分析的准确性,用
估计值分布的标准差来表征算法分析的精度.此

外,本文还将ADCGＧFLIM 算法应用于实际采集的

TCSPC实验数据,并将其得到的结果与采用 LSＧ

FLIM算法的商业软件的处理结果进行对比.

３．１　模拟数据分析

为了使模拟数据尽可能接近真实数据,设定模拟

的寿命为２ns,仪器响应函数的标准差为０．０５ns,并
且考虑了泊松噪声和占信号总光子数为１０％的背景

噪声;然后在不同的光子数(２５~２００)下分别模拟得

到１０００组 TCSPCＧFLIM 寿命衰减数据,并分别用

LSＧFLIM、MLEＧFLIM和ADCGＧFLIM算法对寿命衰

减数据进行分析,结果如图２所示.可以看出,光子

数对ADCGＧFLIM算法寿命估计准确性的影响不大,
即估计值的平均值偏离真实数据的误差均较小,且随

光子数的变化不明显,同时估计精度(即估计值分布

的标准差)比LSＧFLIM、MLEＧFLIM 算法高２０％左

右.具体地,由图２(b)可知,ADCGＧFLIM在光子数

０２０７０２２Ｇ４
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为５０时的分析精度,与LSＧFLIM和 MLEＧFLIM在

光子数为１５０时的精度相当.
为了测试算法对噪声的敏感性,生成了带有泊

松噪声、寿命为２ns、光子数为５０并带有不同水平

背景噪声的寿命衰减数据(背景噪声水平以背景噪

声占总光子数的比例来表示,并以１０％递增),在每

种背景噪声水平下各产生１０００组数据,用于对三种

算法进行分析和统计,结果如图３所示.

图３ 不同背景噪声水平下寿命估计值的统计结果.(a)寿命估计值的平均误差;(b)寿命估计值的分布标准差

Fig敭３ Statisticalresultsofestimatedlifetimeversusbackgroundlevel敭 a Averageerrorofestimatedlifetime 

 b distributionwidthofestimatedlifetime

　　从图３(a)中可以看出,随着背景信号增强,不同

算法逐渐表现出显著的差异.随着背景噪声的增强,

LSＧFLIM算法对寿命分析的准确性显著降低,即寿

命估计值已远远偏离真实值.理论上,分析精度应随

着噪声水平的提高而单调递减,与此规律不同,MLEＧ
FLIM的分析精度随噪声水平变化出现了两个随机

跳跃点,如图３(b)所示,这说明选择的MLEＧFLIM算

法无法响应极低光子数的数据.换句话说,这两种方

法均无法适应低光子数、高背景噪声的情形.而

ADCGＧFLIM算法,即使是在较高水平的背景噪声下

仍保持了较高的寿命估计准确性和精度.
除了寿命,图４也对算法估计出的光子数(即

wτ)随背景噪声水平的变化情况进行了展示.图４
(a)是光子数估计值相对于实际光子数的平均误差,
图４(b)是光子数估计值分布的标准差与实际光子

数的比 值.综 合 图３和 图４可 以 看 出,ADCGＧ
FLIM在不同的噪声水平下均能够得到更接近真实

情况的分布.

图４ 不同背景噪声水平下光子数估计值的统计结果.(a)光子数估计值的平均误差;
(b)光子数估计值的分布标准差与实际光子数之比

Fig敭４ Statisticalresultsofestimatedphotoncountsversusbackgroundlevel敭 a Averageerrorofestimatedphotoncounts 

 b ratioofnormalizedphotoncountsdistributionwidthtotruephotoncounts

３．２　实验数据分析

本文选用铃兰根茎标准样片(Leica)作为样品,
利用商业 TCSPCＧFLIM 设备(DCSＧ１２０)采集样品

的荧光衰减数据,然后分别利用LSＧFLIM 算法和

本文提出的 ADCGＧFLIM 算法对衰减数据进行分

析,其 中 LSＧFLIM 分 析 使 用 的 是 系 统 自 带 的

SPCImage软件的内置算法[１８].

针对采集时间很短得到的低光子数情形,LSＧ
FLIM和 ADCGＧFLIM 算法的处理效果如图４所

示,该组数据中的样品有信号的像素点的平均光子

数为４５,标准差为２０.
图５(a)中的上图是采用LSＧFLIM 处理得到的

荧光寿命图像和各像素荧光寿命的统计分布,其中

大量显示为红色的像素的寿命都为０,说明这些像
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素点的光子数较少,以至于LSＧFLIM 算法无法得

到其寿命;下图是寿命非０的像素的荧光寿命的统

计分布,可以看到能够分析得到寿命的像素点并不

多.图５(b)为的ADCGＧFLIM的处理结果,从寿命

图像和统计分布曲线中均可以看到,在平均光子数

仅为４５的情况下,通过大部分像素都能够分析得到

样品的荧光寿命.对比分析图５(a)和图５(b)的寿

命图像和统计分布曲线还可以看出,在能够分析得

到荧光寿命值的数据中,采用LSＧFLIM 分析得到

的荧光寿命在１．５~２．０ns之间的像素数要略多于

采用ADCGＧFLIM 分析得到的,直观地反映出在低

光子数情形下,LSＧFLIM 即使能够分析得到寿命

值,也可能存在较大误差,这实际上是由LS算法本

身在拟合小样本数据时的缺点决定的.

图５ 采用不同算法对平均光子数４５的实验数据进行寿命分析的结果.(a)LSＧFLIM;(b)ADCGＧFLIM
Fig敭５ Lifetimeanalysisresultsofexperimentaldatawithaveragephotoncounts４５using

differentalgorithms敭 a LSＧFLIM  b ADCGＧFLIM

　　为了更直观地进行对比,将采集时间延长,平均

光子数提高到原来的近１０倍(４３０,标准差为２５０),
并用系统自带的LSＧFLIM 算法进行分析,得到如

图６所 示 的 结 果.可 以 看 到,该 结 果 与 ADCGＧ
FLIM算法在平均光子数仅为４５时得到的结果较

为接近.这反过来说明了 ADCGＧFLIM 算法确实

能够在很大程度上降低荧光寿命分析对采集光子数

的要求,从而在相同的条件下大幅缩短采集时间,间
接提高了 TCSPCＧFLIM 的成像速度,并减少了对

样品的光照时间,使其更加适用于活细胞样品的实

时监测.此外,在采集时间基本不变,或者减少幅度

不大的前提下,降低对光子数的要求也有助于降低

激发光功率,这对于活细胞长时间FLIM 成像也是

非常有利的.

４　结　　论

TCSPCＧFLIM技术已在生物医学领域得到了

广泛应用,并取得了许多有意义的研究成果,但随着

基于FLIM的活细胞样品实时监测需求的增加,快

图６ 实验数据平均光子数增加至４３０时LSＧFLIM的

寿命分析结果

Fig敭６ LifetimeanalysisresultsusingLSＧFLIMwhenaverage

photoncountsofexperimentaldataareincreasedto４３０

速FLIM 成像成为FLIM 技术领域的研究热点之

一.传统的 LSＧFLIM 等算法对 TCSPCＧFLIM 采
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集的光子数要求较高,而光子数取决于样本接受的

激发时间和测量时间,因此发展适用于低光子数情

形的荧光寿命分析方法在快速FLIM的发展和应用

中都具有重要意义.本文提出了一种基于 ADCG
的荧光寿命分析新方法,即 ADCGＧFLIM 算法,并
基于模拟数据对 ADCGＧFLIM 算法与传统的LSＧ
FLIM、MLEＧFLIM算法的分析性能进行了比较,证
明了在低光子数情形下,ADCGＧFLIM 算法分析寿

命的准确性和精度相比传统算法都得到了大幅提

升,尤其是在高噪声水平情况下,差异更加显著.对

实际实验数据的处理结果说明利用 ADCGＧFLIM
算法在相同条件下可将采集光子数的要求大幅降

低,在平均光子数仅为４５的情况下,也可以很好地

得到样品的荧光寿命,从而可通过大幅减少采集时

间来间接提高 TCSPCＧFLIM 的成像速度,并减少

样品的光照时间,使其更加适用于活细胞样品的实

时监测,也可以通过降低激发光功率,使其更适合于

活细胞的长时间成像.
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