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摘要　论述了一种高精度快速的单分子实时跟踪方法，包括图像去噪处理与高斯掩模质心法相结合的定位算法和

同时考虑等效光强和帧间最大运动位移的同分子概率链接算法。对不同信噪比（ＳＮＲ）下的单分子荧光图像的仿

真结果表明，该定位算法与被认为表现最好的二维直接高斯拟合相比，不仅运算时间缩短为原来的１／１０，而且在整

个测试信噪比范围内具有更低的偏差和更好的精度，甚至在低信噪比时也能得到可信的小偏差、高精度中心位置

值。在普通个人计算机上利用该方法对单分子的百万像素级序列帧进行实时跟踪时，跟踪速率能达到４～

５ｆｒａｍｅ／ｓ。
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１　引　　言

以单分子荧光显微术为基础的单分子检测与跟

踪（ＳＭＤ／ＳＭＴ）
［１～８］，以其速度快、分子选择性强、

高分辨率微区观测等特点，成为进一步理解受体在

溶液或薄膜上的平面运动情况，荧光标记大分子和

有机体的扩散方式、胶体相互作用、分子马达运动特
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性、蛋白分子的聚核与裂解，深入讨论细胞内或细胞

间反应机理等的强大技术手段。

对于三维结构上远小于显微镜分辨率的单个分

子，其将在像空间一定区域内形成分散的电磁场斑

点，其分布的情况可用点扩展函数（ＰＳＦ）表示，尽管

在斑点内的细节不得而知，但若存在充足的检测光

子数，可以在超越衍射极限的更高精度上推算斑点

中心位置［９］。单分子跟踪的空间分辨率与时间分辨

率，即单分子位置坐标精度和每帧荧光图像采集时

间间隔是两个重要的评价指标，高的空间和时间分

辨率可以反映出分子在微区内的快速变化，能够更

加准确地把握其运动机理和扩散特性。目前ＳＭＴ

实验的轨迹获取几乎都是首先用ＣＣＤ将单分子的

运动以时间序列一帧一帧记录下来，然后在离线的

情况下，对每帧中的单个分子图像进行定位，获得具

有亚像素的位置坐标，最后将同一点在相邻帧上的

位置链接起来。采用大像素值、高采集速率、高灵敏

度ＣＣＤ和低偏差、高精度的二维直接高斯拟合定位

算法被认为当前是最佳的选择。这种离线的ＳＭＴ，

虽然其单分子轨迹计算不受时间限制，可对荧光图

像进行高速采集，但是缺乏分子运动观测的实时性，

当温度等其他分子运动微区环境的条件改变时，不

能快速获得相关的运动变化信息，无法对单分子运

动状态进行快速反馈。而如果将二维直接高斯拟合

应用到实时单分子跟踪中去，虽然能保证跟踪的空

间分辨率，却又因其复杂的耗时运算大大降低了时

间分辨率。为此，本文将荧光图像去噪（ＦＩＤ）
［５，１０］和

单分子定位高斯掩模（ＧＭ）
［１１］结合起来，形成新的

荧光单分子定位算法，称之为图像去噪高斯掩模

（ＩＤＧＭ）法，并且利用概率法来实现单分子连续帧

内的链接。该方法结构简单、运算速度快、在很低的

信噪比（ＳＮＲ）下也表现良好，非常适用于实时单分

子的跟踪研究。

２　单分子仿真荧光图像

ＣＣＤ所获取的分子荧光图像是由大小一致的

百万级像素结构组成的数字图像。该图像除了包含

分子的荧光信息外，还不可避免地存在背景噪声和

散粒噪声。背景噪声的成因较多，如光学器件残余

荧光、样品杂质荧光、非焦平面杂散荧光、瑞利散射

光、ＣＣＤ读取噪声、暗电流等。散粒噪声，也称像素

噪声、离散化噪声，是一种ＣＣＤ器件进行离散光电

子计数时产生的具有泊松分布特征的信号。由于实

际实验中无法得知单分子的准确位置信息，只能获

取其计算位置，故通过仿真来定量评价算法。

２．１　技术参数

依据实验荧光显微成像系统来确定单分子仿真

荧光图像的ＰＳＦ，该系统以ＮＩＫＯＮ９０ｉ荧光显微镜

为主体，配有ＣＦＩ６０（色差校正光学系统和无限远光

学系统的融合）物镜（ＮＡ：０．５５，放大倍率：５０×）、中

继放大镜片组（放大倍率：４×）和 ＵＶ１Ａ荧光滤镜

组，其典型发射波长为４２０ｎｍ。荧光图像由Ａｎｄｏｒ

生产的Ｌｕｃａ系列之ＤＬ６０２电子增益图像探测器

（ＥＭＣＣＤ）采集，其成像范围和像素数目分别为

８ｍｍ×８ｍｍ和１００４ｐｉｘｅｌ×１００２ｐｉｘｅｌ。通过以上数

据，计算得出每个像素约表示４０ｎｍ×４０ｎｍ的实际

物空间，该系统光学分辨率约为４６５ｎｍ，衍射斑第一

零级半径约占１２ｐｉｘｅｌ［如图１（ａ）］。

２．２　仿真图像序列

在单分子荧光图像中，可设置背景噪声为一个

常数，而通过用一个以均值等于图像原始像素值的

泊松分布的随机值实现对散粒噪声的仿真［１０，１２］。

仿真图像序列的建立分为三个步骤：１）生成不同峰

值犐ｏ 的无噪声单分子 ＰＳＦ成像模型，其大小为

５０ｐｉｘｅｌ×５０ｐｉｘｅｌ［图１（ｂ）］；２）将该模型叠加到具

有常 数 背 景 噪 声 犫 的 图 像 中 （２００ ｐｉｘｅｌ×

２００ｐｉｘｅｌ），明确其中心位置，此时单分子图像峰值

调整为犐ｐ＝犐ｏ＋犫［图１（ｃ）］；３）依据每个像素的值，

用泊松分布随机值来代替各原始像素值［图１（ｄ）］。

计算中，设定背景噪声犫＝１００灰度值，若调整不同

的犐ｏ，可得到不同的犐ｐ，进而得到不同单分子图像

的ＳＮＲ［犚ＳＮ＝（犐ｐ－犫）犐
－１／２
ｐ ］。对于每个ＳＮＲ，分别

建立１００００ｆｒａｍｅ背景噪声相同、中心位置确定，而

具有不同散粒噪声分布的单分子荧光图像，并依据

此序列图像，来评估定位算法。

３　单分子跟踪方法

３．１　定位

单分子跟踪包括两个重要的步骤，一是具有亚

像素分辨率的单分子位置确定，即定位，二是利用概

率法实现单分子连续帧内的链接，即链接。而细分

起来，定位又可分为荧光图像的去噪处理和单分子

亚像素分辨率位置确定，分别称之为图像去噪和精

细定位。

５９９１
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图１ 具有亚像素精度的单分子定位算法原理

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｏｆｄｅｒｉｖｉｎｇｔｈｅｃｅｎｔｅｒｏｆａｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｆｒｏｍｓｉｍｕｌａｔｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｅｗｉｔｈｓｕｂｐｉｘｅｌａｃｃｕｒａｃｙ

３．１．１　图像去噪

图像去噪的目的就是尽可能地去除两种噪声以

分离分子图像信息。将原始ＣＣＤ图像数组先转换

成浮点类型犐ｏ（狓，狔），经过卷积后即可得到去噪后

的图像犐（狓，狔）：

犐（狓，狔）＝
１

犓狑０
犇（狓，狔）－犅（狓，狔［ ］）， （１）

式中

犇（狓，狔）＝ ∑
狑

犻，犼＝－狑

犇狓（狓－犻，狔－犼）犓
ｄ
狔， （２）

犅（狓，狔）＝ ∑
狑

犻，犼＝－狑

犅狓（狓－犻，狔－犼）犓
ｂ
狔， （３）

犇狓（狓，狔）＝ ∑
狑

犻，犼＝－狑

犐ｏ（狓－犻，狔－犼）犓
ｄ
狓， （４）

犅狓（狓，狔）＝ ∑
狑

犻，犼＝－狑

犐ｏ（狓－犻，狔－犼）犓
ｂ
狓， （５）

犓狑０ ＝
１

犅 ∑
狑

犻＝－狑

ｅｘｐ
犻２（ ）［ ］２

２

－
犅

２狑＋（ ）１ ２
， （６）

犅＝ ∑
狑

犻＝－狑

ｅｘｐ －
犻２＋犼

２

（ ）［ ］４

２

， （７）

式中犇狓（狓，狔），犅狓（狓，狔），犇（狓，狔），犅（狓，狔）分别表示狓

方向和二维卷积后的去除散粒噪声图像和背景图像

模型。犓ｄ狓，犓
ｂ
狓，犓

ｄ
狔，犓

ｂ
狔为狓，狔方向上去除散粒噪声和

背景噪声的卷积核，其中犓ｄ狓＝（犓
ｄ
狔）
Ｔ＝ｅｘｐ（－犻

２／４）／

犅，犓ｂ狓＝（犓
ｂ
狔）
Ｔ＝［犕ｆ（２狑＋１）－１／（２狑＋１）］，［犕ｆ（·）

表示·个元素值为０．０的行矩阵］。狑是正整数，其物

理意义为大于或等于衍射斑半径，而小于分子间距离

（若图像上存在多个分子时）的像素个数，这是一个十

分重要的参数，它的选取是否得当，直接影响去噪结

果，以及接下来的分子位置精细确定。根据整个荧光

成像系统的配置，狑大小设定为１２ｐｉｘｅｌ（与狉相等）。

在进行卷积前，现将原始图像犐ｏ（狓，狔）沿上下左右

四边同时外延狑 个像素，其值大小与各边值相等。

将卷积后得到的去噪图像犐ｆ（狓，狔）重新剪切为原始

图像大小，并将其中因用高斯分布估计噪声时产生

的负像素值设置为０。利用图像去噪算法去除背景

噪声和散粒噪声的后，单分子图像信息便凸显出来

［图１（ｅ）］。

３．１．２　精细定位

精细定位可进一步细分为三个步骤：像素级估

计定位，去除伪分子信息点和亚像素级精细定位。

实现像素级精度的中心位置定位是精细定位的

第一步。采用图像数学形态学处理技术中的２５６级

灰度膨胀算法来实现区域极大值的选择，在进行膨

胀算法时，以狑 为半径创建结构圆，并将图像向上

下左右四个方向外延狑个像素，选择图像膨胀前后

像素值的相同点即是极大值点［图１（ｆ）］。为了减

少后续处理的运算量，考虑到有效单分子荧光图像

区域的极值点是整帧图像高亮点，因此可设定一个

百分比η，当极值点像素值位于全部像素值前η时，

此极大值即为估计中心位置，否则剔除之。
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尽管在估计中心时使用百分比η可以剔除一部

分低亮度的伪点，但对于明亮的伪点（指ＣＣＤ器件

上不能成像的点的全白的斑点，一般就是独立的一

个像素），通过引入中心位置等效光强犖狆Ｎｏｒ来加以

剔除：

犖狆Ｎｏｒ＝

∑
犻－狓（ ）

狆
２
＋ 犼－狔（ ）

狆
２
≤狑
２

犐犻犼犖犻犼

∑
犻－狓（ ）

狆
２
＋ 犼－狔（ ）

狆
２
≤狑
２

犖２犻犼
， （８）

式中

犖犻犼 ＝ｅｘｐ －
犻－狓（ ）狆

２
＋ 犼－狔（ ）狆

２

２σ［ ］２
， （９）

式中犐犻犼，犖犻犼分别表示去噪后图像点（犻，犼）处的像素

值和高斯加权值，σ为高斯曲面的宽度，其大小为

０．３６狑假设经膨胀算法后，图像中存在狇个估计中

心值，则狆＝０，１，２，…，狇－１，并设置一定的阈值犖Ｔ

（犖Ｔ 是一个光强度判断阈值，只有极大值狑半径范

围内的光强度到达一定的值后，才可以认为该点就

是一个单分子的成像。它的设置与ＣＣＤ采集图像

时的曝光时间、荧光分子光子发射速率等实验时参

数密切相关，需要通过多次设置才能确定一个比较

合理的数值），分别对每个位置进行等效光强计算，

若某一候选点犘（狓狆，狔狆）的犖狆Ｎｏｒ≥犖Ｔ，则被视为单

分子信号点。去除非噪声伪点后［图１（ｇ）］，接下来

便可采用精细定位算法来确定具有亚像素精度的单

分子点中心位置。

精细定位算法可分为两大基本类型：一是直接

计算单个分子位置；二是选取一个图像模板，通过计

算模板与实际图像的相关值来进行确定。前者包括

质心法、二维直接高斯拟合等，而后者包括诸如相关

矩阵法等，以上三种算法，质心法速度最快，但精度

较低；二维直接高斯拟合法和相关矩阵法精度较高，

但运算量较大，其中二维直接高斯拟合对于单分子

成像精度最高［１２］。这些算法虽然形式不同，但都能

实现亚像素的精度，大大超出光学衍射极限，甚至达

到了“纳米”级的定位精度［１３，１４］。

对于实时在线跟踪荧光单分子，在保证低偏差、

高精度的同时，必须考虑到运算的速率。在质心法

和二维直接高斯拟合两种算法优点的基础上，采用

高斯掩模精细定位算法：

狓ｃ狆 ＝

∑
（犻－狓

狆
）２＋（犼－狔狆

）２≤狑
２

犻犐犻犼犖犻犼

∑
（犻－狓

狆
）２＋（犼－狔狆

）２≤狑
２

犐犻犼犖犻犼
，

狔ｃｐ＝

∑
（犻－狓

狆
）２＋（犼－狔狆

）２≤狑
２

犼犐犻犼犖犻犼

∑
（犻－狓

狆
）２＋（犼－狔狆

）２≤狑
２

犐犻犼犖犻犼
， （１０）

（狓ｃ狆，狔ｃ狆）为点狆（狓狆，狔狆 ）的具有亚像素分辨率的中

心位置坐标，称之为特征点坐标。其拟合原理如

［如图１（ｈ）］所示。

３．２　链接

链接是形成单分子运动轨迹的最后一步，也是最

重要的一步，即在确定每帧的单分子位置坐标后，通

过合理的链接算法把表示同一分子的点以时间序列

的方式连接起来。而以等效光强和运动位移为评价

因素的概率法，是一种有效的特征点匹配方法［１３］。

为简化起见，先来考虑前后两帧的连接情况。

为找出与前帧某一特征点所对应的下一帧特征点，

假设分子在这段间隔时间内，存在最大可能的移动

距离犚，对于前帧某一点犘ｃ（狓ｃ狆，狔ｃ狆），在下一帧中

以（狓ｃ狆，狔ｃ狆）为圆心，以犚为半径的犐（狓ｃ狆－犚：狓ｃ狆＋

犚，狔ｃ狆－犚：狔ｃ狆＋犚）像素范围内，存在狀个特征点，

如图２（ｂ）所示（狀＝２，犿 和犾）。利用概率法进行特

征点匹配：

图２ 连续帧内同分子链接原理

Ｆｉｇ．２ Ｌｉｎｋｏｆａｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｗｉｔｈｉｎ

ｔｗｏｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｆｒａｍｅｓ

犘犻＝ｅｘｐ －
Δ犚犻（ ）犚［ ］

２

ｅｘｐ －
Δ犖犻
犖（ ）
犻

［ ］
２

，（１１）

式中Δ犚犻是下一帧第犻（犻≤狀）个特征点相对于前帧

犘ｃ（狓ｃ狆，狔ｃ狆 ）点的移动距离；Δ犖犻，犖犻是此两点等效

光强之差和平均值，犘犻 表示犻和犘ｃ 的链接概率。

遍历下一帧狉范围内所有特征点后，若犻＝犿，犿≤狀

时，犘犿 最大，并大于设置的概率阈值犘Ｔ，即在至少

多大可能下认为犿 点是前帧犘ｃ 点的继续，加之在

此前已经完成了对犿 点的中心位置计算，则将犘ｃ

和犿点的中心位置按时间序列通过直线连接起来，

即得到了该点这段时间间隔的运动轨迹。当连续匹

配前后两帧特征点后，便得到该分子在多帧、长时间
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范围内的运动轨迹。

４　结果与讨论

４．１　定位算法比较

为了能准确地把握该算法实际的表现，一方面

采用大数据量的图像序列（１００００ｆｒａｍｅ），另一方面

同被认为是在单分子定位中具有较高精度的二维直

接高斯拟合运算结果相比较。以计算位置 狓^，（ ）狔^ 同

实际中心（狓，狔）的偏差平均值犫狆（Δ）和标准差σ狆 作

为评估指标

犫狆（Δ）＝ 〈狓^－狓）
２
＋ （^狔－狔）［ ］２ １／２〉， （１２）

σ狆 ＝ 〈 （^狓－狓）
２
＋ （^狔－狔）［ ］２ １／２

－〈（^狓－狓）
２
＋ （^狔－狔）［ ］２ １／２｛ ｝〉２〉１／２． （１３）

　　如图３所示，无论对于那种算法，其犫狆（Δ）和σ狆

都会随着ＳＮＲ的提高持续地降低，这说明图像的信

噪比是影响单分子定位结果的重要因素，因此增大

荧光信号和削弱背景噪声，把荧光信号从激发光和

噪声中有效分离出来，是实现荧光图像上分子精确

定位的关键。除去噪运算外，还应该在可能的条件

下，选择高纯度、大吸收面积、高量子产量、高光学稳

定性的荧光物质，使用边界锐利的滤镜组去除杂散

光（如瑞利散射光、光学器件散射光和溶液杂质的荧

光），利用荧光和杂散光在时间特性上的区别来消除

拉曼散射光，采用低暗噪声、高采集效率的探测器

（如液氮冷却、背光照明的增强 ＣＣＤ或电子增益

ＣＣＤ）、构建高效的去噪光路（如大数值孔径物镜、共

焦、双光子激发光路等）等，这些都可提高单分子荧

光检测效率并降低背景噪声强度。

图３ 图像去噪高斯掩模法与直接高斯拟合仿真结果

Ｆｉｇ．３ ＳｉｍｕｌａｔｅｄｒｅｓｕｌｔｏｆＩＤＧＭａｎｄ２ＤｄｉｒｅｃｔＧａｕｓｓｉａｎｆｉｔｔｉｎｇ

　　通过仿真，发现对于相同处理量的荧光图像序

列，ＩＤＧＭ算法不仅运算时间短，约为二维直接高斯

拟合的１／１０，而且其计算值的偏差更低、精度更高。

参照Ｃｈｅｅｚｕｍ等
［１２］的思路，将精细定位后的计算

结果分为三类：１）真实可信计算值，犫狆（Δ）≤０．１，

σ狆≤１ｐｉｘｅｌ；２）相对可信计算值，０．１＜犫狆（Δ）≤１，

σ狆≤１ｐｉｘｅｌ；３）无效计算值，犫狆（Δ）＞１或者σ狆＞

１ｐｉｘｅｌ。从计算结果上看来（图３），二维直接高斯

拟合在低ＳＮＲ时（小于１１．５），由于在进行曲线拟

合时，计算结果不收敛，故偏差和精度无从计算（比

文献［１２］的结果较大，可能是采用了不同背景噪声

数值和更大数量的仿真图像序列的缘故。因为

犫狆（Δ），σ狆 的计算是建立在每帧图像计算得到的中

心位置数据的基础之上，一旦其中之一因为随机的

散粒噪声分布范围太大，则不能得出可信中心位置

值），而对于ＩＤＧＭ，由于质心运算的基本原理，在每

个ＳＮＲ时，都有相应的中心位置计算值，并且当

１．４８≤犚ＳＮ＜８．３３时，可得到相对可信计算值，如在

犚ＳＮ为１．６６时，其犫狆（Δ），σ狆 分别约为０．８０ｐｉｘｅｌ和

０．４４ｐｉｘｅｌ（约为３２．０ｎｍ和１７．６ｎｍ）；当 犚ＳＮ≥

８．３３，可得到真实可信的计算值，如在犚ＳＮ为９．４８时，

其犫狆（Δ），σ狆 分别约为０．０７２ｐｉｘｅｌ和０．０８２ｐｉｘｅｌ（约为

２．８８ｎｍ 和３．２８ｎｍ）。当犚ＳＮ≥１１．５时，无论是

ＩＤＧＭ还是二维直接高斯拟合，都能得到真实可信

的计算值，但ＩＤＧＭ比二维直接高斯拟合表现更为

突出，其计算值的偏差和精度（犚ＳＮ≥１５．０）都小于利

用二维直接高斯拟合所得到的计算结果，如在信噪

比为１５．０时，其犫狆（Δ），σ狆 分别约为０．０２８ｐｉｘｅｌ和

０．０２４ｐｉｘｅｌ（约为１．１２ｎｍ和０．０９６ｎｍ），而此时二

维直 接 高 斯 拟 合 结 果 分 别 为 ０．０４９ｐｉｘｅｌ和

０．０２６ｐｉｘｅｌ（约为１．９６ｎｍ和１．０４ｎｍ）因此，ＩＤＧＭ

定位算法不仅在整个犚ＳＮ范围内，具有较低的偏差
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和较高的精度，而且能在低，甚至极低犚ＳＮ下，依然

得到可信的计算值，加之其结构简单、运算速度快，

非常适用于实时单分子的跟踪研究。

Ｃｈｅｅｚｕｍ等
［１２］定量比较分析了质心算法、二维

直接高斯拟合、相关矩阵算法和绝对差求和算法在

对于点光源成像时中心定位的偏差和精度，并且表

明二维直接高斯拟合对尺寸远小于光波长的物体定

位时，具有最小的偏差和最高的精度，本文正是以此

来评估算法；Ｓｂａｌｚａｒｉｎｉ等
［１０］利用与本文相同的去

噪方法，而使用质心方法来精细中心位置，该算法同

样具有运算量小、偏差低、精度低的特点，但与本文

算法相比其在高犚ＳＮ（约大于９．０）时稍微逊色，但差

别很小；Ｒｏｇｅｒｓ等
［１５］提出了一种高斯加权的多项式

拟合方法，依据不同大小、形状的观测物体，估计与

之相关的加权高斯分布宽度，通过四阶多项式来拟

合物体荧光图像，该算法具有与本文算法类似的去

噪技术和计算精度，但其计算量相对较大，运算复

杂。此外，Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ
［１６］和Ｂｅｒｇｌｕｎｄ等

［１７］分别提出

了基于Ｂａｎｃｒｏｆｔ全球定位系统（ＧＰＳ）和虚拟窗质

心法的快速ＳＰＴ定位算法，在用作单分子定位时也

都具有与二维直接高斯拟合相当的表现。总体来

说，ＩＤＧＭ在荧光单分子检测、定位、跟踪研究中，具

有较强的优势，是一种有效的方法。

４．２　去噪核半径狑对计算结果的偏差和精度的影响

在单分子荧光图像去噪和分子定位算法中，去

噪核半径狑 是一个关键的参数，它的选择是否适

当，对最后的运算结果存在重要的影响作用。为了

衡量狑的影响力度，选取犚ＳＮ为１５．００００时（犳Ｐｅａｋ＝

４００灰度值，犫＝１００灰度值）的１００００ｆｒａｍｅ仿真序

列图像，设定狑从２ｐｉｘｅｌ一直到１７ｐｉｘｅｌ计算其偏

差和精度（图４）。可以看出，在狑 较小时（２≤狑≤

１２），随着狑 的增大，其犫狆（Δ）和σ狆 不断降低，但降

低速度越来越慢。这主要是因为运算时包含的分子

光强信息越来越多，计算中心与实际位置越来越相

近。此后随着狑的增加，其犫狆（Δ）和σ狆 基本保持在

一个非常小范围内波动，因此增加狑值除了增加更

多的运算量外，再也不能降低偏差和提高精度，而在

存在多个分子时，狑值过大，定位时分子间的影响增

大，不利于实现精确定位，因此，在进行算法的评估

时所选取的狑＝１２ｐｉｘｅｌ是合理的。

图４ 计算偏差和标准差与去噪核半径大小的变化关系

Ｆｉｇ．４ Ｂｉａｓａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｒａｄｉｕｓ（狑）ｏｆｄｅｎｏｉｓｉｎｇｋｅｒｎｅｌ

４．３　单分子实时跟踪

为 了 实 现 实 时 的 荧 光 单 分 子 跟 踪，以

ＬａｂＶＩＥＷ 作为主要的开发环境，将荧光图像采集、

荧光显微镜操作、温度控制、ＳＭＴ运算处理融为一

体，开发出一套高效灵活在线的边采集、边跟踪、边

控制的应用程序（ＳＰＴ），并利用该程序在对加入噪

声的１００ｆｒａｍｅ连续随机运动的单个分子仿真荧光

图像 序 列 进 行 跟 踪 ［图 ５（ａ）］。每 帧 大 小 为

１００４ｐｉｘｅｌ×１００２ｐｉｘｅｌ，在制作该图像序列时，同样

选取犚ＳＮ＝１５．００００时（犳Ｐｅａｋ＝４００灰度值，犫＝１００

灰度值）的一个理想的大小为５０ｐｉｘｅｌ×５０ｐｉｘｅｌ的

单分子像，然后随机移动分子像中心，并控制分子帧

间移动的最大位移为３００ｐｉｘｅｌ，每移动一次，生成

一个新的帧，然后将如前所述的方式分别将背景和

散粒噪声加于其上。分别设置去噪核半径、等效光

强阈值、分子帧间最大移动位移、链接概率阈值为

１２ｐｉｘｅｌ，１０００灰度值，３００ｐｉｘｅｌ，５０％，当在双核

３．０ＧＨｚＣＰＵ，４ＧＢ内存的计算机上运行该仿真

时，发现可实现４～５ｆｒａｍｅ／ｓ的快速跟踪。同时，

利用该应用程序成功实现了对在云母基体上六联苯

（ｐａｒａｓｅｘｉｐｈｅｎｙｌ，ｐ６ｐ）分子微粒（其三维尺寸小于

荧光发射波长典型值）的实时跟踪。如图５（ｂ）所示

是捕捉到的ｐ６ｐ分子微粒的一条运动轨迹，其观测

区域为４０μｍ×４０μｍ，空间分辨率达４ｎｍ，采集帧

数７０ｆｒａｍｅ，ＳＰＴ运算速率约为４～５ｆｒａｍｅ／ｓ。

　　对于单分子在不同帧间的链接，除本文使用的概

率法外，Ｃｏｒｃｋｅｒ等
［５］以布朗运动扩散概率为基础，讨

论了胶体散粒运动轨迹生成的算法；Ｓｂａｌｚａｒｉｎｉ等
［１０］

依据微粒匹配算法，利用图像技术理论，通过构建各

帧特征点互联矩阵，来确定链接准则。

９９９１
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图５ 利用单分子跟踪软件获取的某一单分子扩散运动的仿真轨迹（ａ）和某一ｐ６ｐ分子微粒在云母基体上的运动轨迹（ｂ）

Ｆｉｇ．５ Ｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓｏｆａｓｉｍｕｌａｔｅｄｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅ（ａ）ａｎｄａｐ６ｐｐａｒｔｉｃｌｅｏｎＭｉｃａｓｕｂｓｔｒａｔｅ；（ｂ）ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｐｒｅｓｅｎｔｒｅａｌｔｉｍｅｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｔｒａｃｋｉｎｇａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｔｗａｒｅ

５　结　　论

图像去噪高斯掩膜定位与同分子概率链接相结

合的单分子跟踪方法结构简单、运算时间短，计算精

度高，在很低的信噪比下也表现良好。该算法可以

应用到所有成衍射斑图像的物体的实时跟踪中去，

而不仅仅限于单分子，可以是两个，甚至多个分子的

集合体，也可以是细胞中的某些微小粒子、纳米级的

荧光量子点等。此外，在现有的单分子成像系统基

础上，还可以将单分子检测与跟踪同单分子光谱、荧

光共振能量转移［１８］、荧光寿命和荧光产率［１９］等分析

结合起来，发展成为动态的多功能荧光分子测试手

段。实时地获取分子的运动轨迹和其他光学参数，

相信对进一步深入理解相应微粒的运动特征、扩散

方式、光谱特性、发光机理和评估微观环境因素的影

响等有着重要的价值。
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