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摘要　为了解决现有单分子定位算法中定位速度慢和对噪声有评估依赖性的问题，基于补零快速傅里叶变换和相

位梯度算子提出一种新型的噪声自由的频率域非迭代荧光单分子定位算法。计算机模拟结果表明该算法定位精

度可达纳米量级，而定位速度与解线性方程组法在同一个数量级。进而在传统实验参数条件下，对不同间隔分子

带模型进行了模拟超分辨成像。模拟结果表明，可以区分中心相隔３０ｎｍ的两个分子带。此外，将该算法用于

ＨｅＬａ细胞突起中微丝束结构的荧光超分辨成像，从重构获得的图像中可以看到微丝束的直径为７５～２００ｎｍ，验

证了该算法的实用性。
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１　引　　言

荧光显微成像由于受光学衍射极限的限制，其

空间分辨率只能达到横向约 ２００ｎｍ、轴向约

６００ｎｍ。对于尺度小于衍射极限的单个荧光分子

来说，探测到的荧光图像的大小由显微光学系统的

艾里（Ａｉｒｙ）斑确定，但是该荧光分子的实际空间位

置可由该弥散斑的质心确定，其定位精度可达纳米

级［１，２］。单个荧光分子的定位和探测为监测蛋白质

及生物大分子的动力学过程提供了强大的工具，成

为细胞生物学最重要的研究领域之一，如在感染过

程中的流感病毒的运动，分子马达的运动等［３～９］。

近年来，基于单分子定位的超分辨显微成像技术
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（ＳＭＬＳＲＭ），如光敏定位显微技术（ＰＡＬＭ）
［１０］、荧

光光敏定位显微技术（ＦＰＡＬＭ）
［１１］、随机光学重构

显微技术（ＳＴＯＲＭ）
［１２］，将荧光显微镜的分辨率提

高到２０ｎｍ，并可以在活细胞上看到纳米尺度的蛋

白质。随着新型荧光分子探针的出现和成像方法的

改进［１３，１４］，这些技术的进步势必极大地推动生命科

学的发展。ＳＭＬＳＲＭ 实现超分辨成像的基本原理

是利用具有开关效应的荧光分子标记样品，对这些

荧光分子进行稀疏激发，分时成像，获得单分子荧光

图像，然后对荧光分子精确质心定位，最后将不同时

刻获得的成千上万个单分子定位信息叠加，最终获

得纳米分辨图像。从中可以看出ＳＭＬＳＲＭ 的分辨

率与荧光分子标记密度和分子定位精度有关，而理

论上的极限分辨能力则取决于后者。目前，单个荧

光分子定位算法主要有质心法［１５］、高斯拟合法［１６］、

高斯模板法［１］和解线性方程组（ｆｌｕｏｒｏＢａｎｃｒｏｆｔ，ＦＢ）

算法［１７］等。在这些算法中，最常用的方法是高斯拟

合法，该方法在图像中选取感兴趣的区域，采用高斯

模型拟合选定区域的像元值，获得荧光分子的精确

位置。然而该算法需要进行迭代拟合运算，收敛速

度和精度对初始值的选取有很强的依赖性，并且非

常耗时。另外，目前所有这些算法都是在空间域进

行定位的。本文基于离散傅里叶变换（ＤＦＴ）和相

位梯度算法，提出一种新型的频率域单个荧光分子

定位算法（ＦＤＬＡ），计算机模拟分析表明，该算法的

定位精度可达纳米量级。在此基础上，将该算法用

于ＨｅＬａ细胞突起中微丝束的超分辨荧光成像。

２　算法与计算机模拟实验

２．１　频率域单分子定位算法

对于单分子荧光显微成像来说，探测到的单分

子的荧光强度分布就是系统点扩展函数（ＰＳＦ）犺决

定的衍射斑，即艾里斑［１８］。因此，考虑到噪声，对于

位于坐标（狓０，狔０）处的单个荧光分子，在探测器上

（犿，狀）像元处的强度分布可以描述为

犐（犿，狀）＝犺（犿－狓０，狀－狔０）＋犫（犿，狀）， （１）

式中犫表示噪声的强度，噪声主要包括信号噪声和

背景噪声。

对（１）式进行离散傅里叶变换，可得到频域中像

元（犽，犾）处单分子荧光强度的傅里叶谱分布：

珘犐（犽，犾）＝犎（犽，犾）ｅｘｐ －ｉ２π
狓０
犕
犽＋

狔０
犖（ ）［ ］犾 ＋

犅（犽，犾）， （２）

式中犕，犖 表示图像的像元数，犎 表示犺的傅里叶

变换，即系统的光学传递函数（ＯＴＦ），犅为犫的傅

里叶变换。

由（２）式可知，在信噪比较高的时候，对于图像

的傅里叶谱，第二项的贡献小于第一项，而且对于像

差校正完善的光学系统，犎（犽，犾）是实函数。相位贡

献主要来自于ｅｘｐ －ｉ２π
狓０
犕
犽＋

狔０
犖（ ）［ ］犾 ，如果能精

确计算出该项的相位，就能估计出荧光分子的位置

（狓０，狔０）。因此，由（２）式可知，单分子荧光图像傅里

叶谱的相移可以用以下方程近似给出：

ｗ ＝ａｒｃｔａｎ
Ｉｍ珘犐（犽，犾［ ］）

Ｒｅ珘犐（犽，犾［ ］｛ ｝） ， （３）

式中Ｒｅ（）和Ｉｍ（）分别表示求实部和虚部。

从（３）式可以看出，计算相位需要进行反正切三

角函数运算，其复角主值范围为［－π／２，＋π／２），再

根据（３）式中分子和分母数值的符号，可以将相位延

拓至［－π，π）（或者换算为［０，２π））之间，这样就造

成在实际相位值为２狀π的地方将会出现间断点或

称为跳变点，即折叠相位。但折叠相位并不会影响

相位的梯度（微分），微分只是会在间断点处产生一

些突变点，通过设置阈值可以非常容易地排除这些

点。因此，对上述折叠相位进行梯度运算，就可确定

单分子的坐标（狓０，狔０），其值如下：

狓０ ＝ｍｅａｎ
ｗ

（ ）犽 犕
２［ ］π

狔０ ＝ｍｅａｎ
ｗ

（ ）犾 犖
２［ ］

烅

烄

烆 π

， （４）

式中ｍｅａｎ（）表示对所有像元求平均（排除间断

点）。由于噪声的存在，肯定会产生一些起伏，因此，

在（４）式中对所有像元进行了平均运算，以尽量减少

噪声的影响。

另外，对于上述定位方法，通常是选择一个矩形

的局域图像来进行运算，矩形区域的宽度大约为系

统ＰＳＦ的半峰全宽（ＦＷＨＭ）的３倍大小，如像元

数为７×７，对如此小的区域进行傅里叶变换，导致

频率域信号的采样率非常低，将影响相位的计算精

度。为了提高算法的精度和运算速度，可利用信号

处理中常用的技术 补零（Ｚｅｒｏｐａｄｄｉｎｇ）技术来

增加频谱的采样密度，即在原图像的周围填充零使

得图像变为一幅像元数为２的整数次幂的更大图

像，如３２×３２，这样，在做傅里叶变换时，可利用补

零快速傅里叶变换（ＺＰＦＦＴ）提高算法的精度和运

算速度。

总之，基于该算法的单个荧光分子的纳米定位

步骤如下：１）以单个荧光探针图像的极大值点为中

０２１８００１２
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心，选 取 感 兴 趣 的 矩 形 区 域 ＲＯＩ（ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ

ｉｎｔｅｒｅｓｔ），矩形区域的宽度大约为系统 ＰＳＦ 的

ＦＷＨＭ的３倍大小；２）对该图像进行ＺＰＦＦＴ，获

得单个荧光探针图像的傅里叶频谱；３）基于（３）式获

得相位信息；４）基于（４）式进行梯度运算，精确定位

单个荧光分子的位置坐标（狓０，狔０）。

２．２　算法的定位精度

判断一个单分子定位算法是否可以获得实际应

用，首先必须确定它的定位精度，通常用位置坐标的

均方根误差来描述。由于单分子荧光光子的产生和

探测是一个随机过程，不可能从单分子图像直接确

定它的位置。而且，探测器的量化采样和读出会引

入一些噪声，使图像进一步降质。基于这些因素，并

不能精确地确定单分子的位置，只能给出一个具有

一定误差范围的估计值。Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等
［１］指出荧光

单分子的定位位置坐标的均方根误差σ为

σ
２
狓，狔 ＝

狊２＋犪
２／１２
犖

＋
８π狊

４犫２

犪２犖２
， （５）

式中狊为光学系统ＰＳＦ的标准差，犖 为探测到的荧

光分子产生的光子数，犪探测器的有效像元大小（即

像元尺寸除以成像光路放大倍率），犫为背景噪声。

为了验证该算法的定位精度，首先对位于坐标

（０，０）点的单个荧光分子进行模拟定位分析。模拟

参数如下：光学系统物镜放大倍率为１００，数值孔径

（犖犃）为１．４，探测器像元大小为１６μｍ，像元数为

１３×１３。探测到的光子数假设为一个确定的值

２０００。叠加的噪声分为泊松分布的信号噪声和高斯

分布的背景噪声，背景噪声光子数的均值为２０，标

准差为 １０，相当于目前使用的电子倍增 ＣＣＤ

（ＥＭＣＣＤ）参数。首先根据光学系统ＰＳＦ获得单分

子荧光图像，再根据像元大小对上述图像进行像元

化采样，最后加上泊松分布的光子计数噪声和高斯

分布的背景噪声。对该分子重复成像２０００次，获得

２０００幅单分子荧光图像。基于这些模拟单分子荧光

图像，对每一幅图像，根据上述算法中１～３步骤对该

分子进行定位，共获得２０００个定位点，如图１（ａ）所

示，分析这些定位点的坐标分布。由于图像的中心对

称，这里只给出狓坐标直方图分布［图１（ｂ）中竖条表

示］，并通过高斯函数拟合［图１（ｂ）中实线表示］，可以

确定定位点位置坐标分布的均方根误差为５．０７ｎｍ，

相应的ＦＷＨＭ为１１．９３ｎｍ。而在同样参数条件下

（狊＝０．２２λ／犖犃＝１０５．２９ｎｍ，犪＝１６μｍ／１００＝

１６０ｎｍ，犫＝１０，犖＝２０００），根据定位精度（５）式计算可

知，理论极限定位均方根误差为３．１０ｎｍ，对应

ＦＷＨＭ为 槡２ ２ｌｎ２σ＝７．３１ｎｍ。计算机模拟定位精

度和理论定位精度稍微有点差别，可能是图像模拟

产生过程中，ＣＣＤ量化采样过程产生的。综上，该

算法的定位精度可以达到纳米量级，因此可以用于

基于定位的超分辨荧光成像、单分子追踪等领域。

图１ 单个荧光分子模拟定位分析。（ａ）２０００个定位点的分布；（ｂ）定位点的坐标分布

Ｆｉｇ．１ Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓｏｆａｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅ．（ａ）Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ２０００ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｏｉｎｔｓ；（ｂ）ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｏｉｎｔｓｉｎ狓ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ

２．３　算法的时间复杂度

根据单分子定位超分辨显微的原理可知，单分

子定位算法的优劣对超分辨图像质量和数据处理速

度都有重要的影响。荧光分子定位所耗时间是评价

算法优劣的一个重要指标，提高荧光分子的定位速

度是进行实时成像的重要选择。ＦＢ算法是一种快速

的解析方法，精度可与高斯拟合算法相比拟，但计算

速度快两个数量级，是目前单分子定位算法中最快的

一种，因此将ＦＤＬＡ和ＦＢ算法进行了比较。实验运

行环境为Ｉｎｔｅｌ（Ｒ）Ｐｅｎｔｉｕｍ（Ｒ）４处理器，３．０６ＧＨｚ，
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６４ｂｉｔＭｉｃｒｏｓｏｆｔＷｉｎｄｏｗｓＸＰ操作系统，１ＧＢＲＡＭ，

使用软件为 ＭａｔｌａｂＲ２００８ａ。然而，算法实际的运行

时间依赖于所利用计算机的硬件和软件平台，运行时

间本身无任何实际意义，因此计算了两者所耗时间的

比值。针对所获得的２０００幅模拟图片，进行定位时

间分析，ＦＢ所耗时间为１２．５２ｓ，ＦＤＬＡ所耗时间为

１１．５６ｓ，两者的比值为１．０８，从这里可以看出，两者

的运算速度几乎在同一个量级，微小的差别主要来

自于解线性方程组和傅里叶变换之间的差异。然而

ＦＢ算法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

程组获得荧光分子的精确位置，该算法速度虽然很

快，但对噪声评估有很强的依赖性，而本文算法并不

需要先验的背景知识。

３　算法应用

为了评估上述频率域单分子定位算法的实用性，

将该算法用于ＳＭＬＳＲＭ中超分辨图像的重构。基于

ＳＭＬＳＲＭ原理，图像重构算法如下：１）在每一幅荧光

图像中搜索极大值点（大于预先设定的阈值）；２）以每

个极大值点为中心，选取感兴趣的矩形区域ＲＯＩ，矩

形区域的宽度大约为系统ＰＳＦ的ＦＷＨＭ的３倍大

小；３）在此矩形区域，利用上述频率域单分子定位算

法，精确定位单个荧光分子的位置坐标（狓０，狔０）；４）对

每一幅荧光图像中的其他极大值点重复执行２～３步

骤，获取其中所有的单分子位置；５）对所有的图片重

复执行２～４步骤，最终定位出所有的单分子位置；６）

根据所有定位点描绘出超分辨图像。

３．１　计算机模拟生物样品的超分辨成像

基于 Ｍａｔｌａｂ编程环境，产生了一个１μｍ×

１μｍ样品，如图２所示，该样品为沿狔方向排列的４

对细丝，从下而上两条细丝间距分别为２０，３０，５０，

１００ｎｍ，每对细丝间的距离为１００，２００，３００ｎｍ。每

条细丝上每隔 １０ｎｍ 标记一个荧光分子 （如

Ａｌｅｘａ６４７，忽略荧光分子本身的大小），产生的荧光

波长６７０ｎｍ（为Ａｌｅｘａ６４７的发射峰波长）。

假定探测过程中，分子处于荧光态的概率为

狆＝０．００１，模拟采用的光学系统参数如下：物镜放

大倍率１００，犖犃 为１．４，探测器像元大小１６μｍ。

探测到的单荧光分子发出的光子数假设为一个确定

的值２０００。叠加的噪声分为泊松分布的信号噪声

和高斯分布的背景噪声。用于重构的源图像为

３０００幅。首先，根据概率统计随机采样，并在用于

重构的每幅源图像中每一弥散斑内最多只能包含一

图２ 用于计算机模拟的微丝样品结构

Ｆｉｇ．２ Ａｓｉｍｕｌａｔｅｄｎｅｔｗｏｒｋｏｆｓｔｒａｉｇｈｔａｄｊａｃｅｎｔ

ｆｉｌａｍｅｎｔｐａｉｒｓ

个发光荧光分子。再经光学系统后获得由成像光路

ＰＳＦ导致的模糊图像；根据像元大小对上述图像进

行像元化采样。最后加上泊松分布的光子计数噪声

和高斯分布的背景噪声。背景噪声光子数的均值为

２０，标准差为１０，相当于目前使用的ＥＭＣＣＤ参数。

对模拟的样品（图２）进行成像并按上述算法重

构，得到的图像如图３（ａ）所示。四对直线沿狔轴方

向的横截面荧光强度分布如图 ３（ｂ）所示。从

图３（ｂ）中可以看出，间距为３０ｎｍ的一对直线可以

分辨，和理论模拟结果相一致。

３．２　实际生物样品的超分辨成像

根据上述模拟结果，可以看出该算法的分辨率达

到３０ｎｍ，因此，将该算法用于ＨｅＬａ细胞突起中的微

丝束的超分辨成像重构。首先，用Ａｌｅｘａ６４７耦连的鬼

笔环肽（ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ）（Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ，美国）对细胞中的微丝

进行荧光标记。实验系统以ＩＸ７１倒置荧光显微镜为

基础，物镜放大倍率１００，犖犃为１．４；６４０ｎｍ的激光同

时作为激活光和去激活光；采用ＥＭＣＣＤ（ＤＵ８９７Ｄ，

Ａｎｄｏｒ，日本）作为探测器，探测器有效像元大小为

１６μｍ，制冷温度为－８０℃。源图像采集时，单幅曝光

时间为２０ｍｓ，图像采集频率约为４６Ｈｚ。图４（ａ）为传

统的荧光图像，图４（ｂ）是图４（ａ）中矩形框区域的放大

图像，图４（ｃ）是通过对２００００幅源图像重构的图４（ｂ）

的超分辨图像。图４（ｄ）是选取图４（ｃ）中矩形框区域内

一条细胞突起结构，沿着垂直于细胞突起结构走向经

过直方图分析它的强度分布，得到这条细胞突起结构

的直径为８０ｎｍ（ＦＷＨＭ），并分析图４（ｃ）中多条突起

结构直径，均处于７５～２００ｎｍ的范围。这一结果和文

献中电镜测量结果［１９］是一致的。通过本实验，成功验

证了所提出的定位算法的实用性。
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图３ 样品模型的图像重构。（ａ）重构的荧光图像；（ｂ）狔方向的荧光强度分布

Ｆｉｇ．３ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓｏｆｓｉｍｕｌａｔｅｄｓａｍｐｌｅｓ．（ａ）Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅ；（ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ｉｎ狔ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ

图４ ＨｅＬａ细胞突起结构的微丝束超分辨图像

Ｆｉｇ．４ ＳｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｆｉｌｏｐｏｄｉａｌｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｏｆａＨｅＬａｃｅｌｌ

４　结　　论

本文提出一种新型的频率域单个荧光分子的定

位算法，理论模拟实验表明该方法可以达到纳米级

的定位精度，而且该算法不需要迭代运算，节省了时

间。对 ＨｅＬａ细胞突起中微丝束结构的超分辨成像

验证了算法的实用性。该算法可应用于单分子追

踪、超分辨荧光成像等领域。
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