
直接法应用于蛋白质二维晶体的

电子晶体学图像处理!

阳世新 李方华 刘玉东 古元新 范海福
（中国科学院物理研究所和凝聚态物理中心，北京 !"""#"）

（$"""年%月$&日收到）

试把直接法应用于抗生蛋白链菌素（’()*+(,-./.0）沿［""!］方向投影的模拟像和相应的理论结构因子作图像处

理1先用两张高分辨电子显微像作直接法解卷，以互补因衬度传递函数的作用而损失的结构信息，求得的欠焦值比

用单张像解卷的结果更接近真实值1把从结构模型计算出的"2%"03以内的相位，以及"2$403以内的振幅作为

起始数据，进行直接法相位外推，并借助团簇分析方法得到"2%"03至"2$403之间的相位1所得分辨率为"2%"
03的解卷像和分辨率为"2$403的晶体结构投影均与理论结构模型的相应投影电势图一致1

"国家自然科学基金（批准号：!56%&"$"）资助的课题1

关键词：高分辨电子显微学，直接法，图像处理

!"##：6"&%，6&"7

! 引 言

!56#年建立的电子显微学三维重构技术［!］为

研究生物大分子的立体结构提供了一种新手段，当

时所用的噬菌体尾巴!&（(,.89:;,<(*).9+=,>*!&）

显微像分辨率只有%2403"高分辨电子显微学的发

展以及电镜生物试样冷冻技术的不断改进，使生物

大分子的电子显微像分辨率达"2%"03左右，把电

子显微学三维重构技术推上了一个新的台阶"有些

生物大分子不能生长成足够大的单晶体以进行?
射线衍射分析，例如，膜蛋白往往难以形成三维晶

体，但却可能形成二维晶体，此时，高分辨电子显微

学是测定其晶体结构的唯一手段［$］"借助高分辨电

子显微像或者结合电子衍射强度研究蛋白质结构的

工作又称为蛋白质电子晶体学"
在弱相位体近似［%］下，高分辨电子显微像的强

度#（!）与投影电势分布函数!（!）之间满足如下的

关系：

#（!）$!%$"!（!）!!&!［’（(）］， （!）

式中"@!／#)，#和) 分别代表电子波长和加速电

压"!和!A!分别代表卷积运算和傅里叶反变换"
’（(）是衬度传递函数，它与球差系数*’、色差所

引起的离焦高斯分布的标准差+ 和离焦值",等

成像时的电子光学参数有关，

’（(）$’.0!",#($%!$!*’#
%(（ ）&

·*B+&!$!
$#$+$(（ ）& " （$）

通常，一台电镜的*’值大体上一定，且可由实验测

定，+值可根据像的傅里叶变换作经验估计"于是，

为了测定晶体结构的投影电势，首要的是测定离焦

值",，然后对（!）式作解卷处理"目前对蛋白质二维

晶体的像作解卷处理主要用C*0/*)’90等提出的方

法［&，4］"这种解卷方法要求拍摄一系列低剂量电子

辐照的像和一幅高剂量电子辐照的像"先借助高剂

量像的傅里叶变换中的D=90环确定近似的离焦

值［6］，然后用一系列低剂量像对离焦值进行精修"
本文的第一个目的是探讨建立一种新的解卷方法的

可能性，以减少使用显微像的数目，避免拍摄两种不

同剂量的像"
一系列论文说明，把高分辨电子显微学和衍射

分析结合起来，所建立的电子晶体学解卷和相位外

推处理技术，称之为二步图像处理技术［7，#］，已成功

地应用于测定微小无机晶体的结构［5—!&］，所测得晶

体结构的分辨率，远高于像的分辨率，而接近衍射分

辨极限"电子晶体学二步图像处理技术中的第一个

步聚是解卷处理技术"其中的直接法解卷技术只借

助一幅像或结合一幅像和一幅电子衍射花样，便能

够测定离焦值［!4］"本文内容之一是改进这一方法，
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使之能应用到蛋白质二维晶体高分辨电子显微像的

解卷处理!
蛋白和电子晶体学中的另一个问题是像的噪声

大，使像的分辨率往往低于显微镜的分辨本领，而电

子衍射花样相对地有较高的分辨率，达到或高于显

微镜的分辨本领!像的分辨率低除与电子显微镜有

关外［!"］，还因样品漂移和辐射损伤而降低［!#］!为

此，近年来，人们提出了各种方法，例如，用计算机控

制技术把电子束聚成约$%%—"%%&’的束斑对样品

进行扫描曝光（()*+,(-.&），可有效地减小电子束引

起的样品漂移［!/］!降低样品温度能有效地减小样品

损伤［!#］!采用这些措施之后，细菌视紫红质二维晶

体的像分辨率由%0"%&’提高到%0$1&’［1，!#］，抗

生蛋白链菌素二维晶体的像分辨率达到%0$%&’!
另一方面，用同一样品拍摄的电子衍射花样的分辨

率却分别为%02"&’［!3］和%021&’［2%］!可见，像与

电子衍射花样之间在分辨率上仍然存在差距!本文

的第二个目的是在蛋白质电子晶体学领域中，建立

一种提高所测晶体结构分辨率的方法!借鉴针对无

机材料小分子晶体所建立和发展的上述电子晶体学

二步图像处理技术［!2，!$，2!—2$］中的第二个步骤，结

合像和电子衍射强度，借助直接法作相位外推，得到

分辨率介于像和衍射花样之间的相位，使所测定的

晶体结构分辨率接近衍射花样的分辨极限!因而，本

文内容之二是改进直接法相位外推技术，使之适用

于蛋白质二维晶体!

2 直接法解卷和相位外推处理原理和

方法改进

!"# 直接法解卷

为数学处理方便，对（!）式做傅里叶变换，得到

像强度的傅里叶变换"（#），它与结构因子$（#）

有如下关系：

"（!）%!（!）&2"$（!）’（#）， （$）

式中!（#）代表傅里叶空间原点的透射电子，可忽

略不计，于是（$）式改写为

$（!）% "（!）

2"’（#）! （4）

与无机晶体相比，考虑到蛋白质晶体的晶胞大，

衍射数目多，而且摄像时的离焦量大，衬度传递函数

等于零的点较多使像上丢失的结构信息多，故建议

改从两幅不同离焦量的像出发，进行解卷处理!取两

幅离焦差值!(已知的像，这在实验中要求记录两

次拍摄的像的离焦值之差!在应用直接法作解卷处

理时，先设置第一幅像的尝试离焦值!)!，它从某一

初值开始按一定的步长在一定的范围内递增，对应

第二幅像的尝试离焦值!)2则为!)!5!(!其次，

对于每一对尝试离焦值，可从（4）式计算出两套尝试

结构因子$!（#）和$2（#）!显然，由于两套$（#）

对应于不同的离焦值，它们所包含的衍射斑亦有所

不同!第三，把两套结构因子的衍射作互补处理，如

用$2（#）中的衍射点弥补另一套$!（#）中所丢失

的衍射点!显然，为此需对$!（#）和$2（#）作归一

化处理，并定义归一化因子

*%
!
#
+$!（!）+2

!
#
+$2（!）+2

， （1）

式中的求和是对两套结构因子中同时存在的衍射点

进行的，即不包括只存在其中一套中的那些衍射点!
对结构因子$!（#）中缺少的衍射点，可用公式

$!（!）%*$2（!） （"）

从$2（!）中补回来!最后，对所获得的一套比较完

整的结构因子$!（!），用直接法计算得到相应的品

质因子值［!1］!这样，对每一个尝试离焦值都可以计

算出一个品质因子值!品质因子值越大，则尝试的结

构因子满足6.789等式［24］的程度越高，尝试的离焦

值也越接近真实值［!1］!为直观起见，以尝试离焦值

为横轴，对应的品质因子为纵轴，画出品质因子,离

焦曲线!把曲线上最高峰所对应的离焦值!)代入

（2）式计算出’（#）!再把 ’（#）代入（4）式，求得

结构因子$-（!）!下标-表示该结构因子是从像所

获得的!
为了定量地比较用一幅像和用两幅像作解卷处

理的差别，定义可靠性因子

.%! +$-+/+$-+

!+$-+
， （#）

式中$-是用一幅像解卷或用两幅像解卷所获得的

结构因子，$-是从原子模型计算出的结构因子!

!"! 直接法相位外推

电子晶体学中相位外推的原理与:射线晶体

学中的基本相同!借助6;<=程序［21］外推分辨率介

于像和电子衍射花样之间的结构因子相位!输入数

据中的结构因子振幅来源于电子衍射花样，从像得

到的结构因子相位作为外推的初始相位!用随机方

法给定外推位相的起始套［2"］!正切公式中的权重借
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助于!"##和$%&’(提出的统计权［)*］!借助+,-$程

序可以外推出许多套解，最后按经验令所取解的套

数等于不对称单元内的原子数!
研究小分子晶体结构时，传统的直接法相位外

推工作借助品质因子来挑选正确的相位套，即计算

每一相位套的品质因子，然后把品质因子值最大的

一套相位作为正确的解［).］!近年来，针对蛋白质大

分子发展了团簇分析法来代替品质因子的分析［)*］!
其原理如下!先定义一对相位套间的平均相位差为

〈/’0（!）〉"!
#
$（!）（!（!）.

%!（!）)）／!
#
$（!）! （1）

然后，任取某一个相位套，搜寻与该套间的平均相位

差〈/’0（!）〉小于某一值的其他相位套，这些相位套

和该相位套一起构成一个团簇!团簇内相位套的个

数反映团簇的大小!按照统计的观点，最大团簇的平

均相位应接近正确解!采用矢量平均方法对最大团

簇内所有相位套中的相位作平均

［&!234（’!（!）’5%6(］572%562

"!
)

*"8

［&!234（’!（!）’5%6(］*／)， （9）

式中)为最大团族内的相位套数，［&!］*为第*个

相位套中相位!（!）的权重!

: 结果与讨论

!"# 抗生蛋白链菌素晶体的测试数据

抗生蛋白链菌素是一种蛋白质二维晶体，其晶

体结构已用;射线衍射方法测定［)1，)9］!在磷脂单

层上生长的此蛋白质二维晶体适合用高分辨电子显

微学 方 法 进 行 结 构 分 析［)8］!抗 生 蛋 白 链 菌 素 沿

［88.］方向有+&& 对称性!图.（5）和（<）为晶体的

［88.］投影电势图，分辨率分别为8=:8(>和8=)?
(>!晶体的晶胞参数为,@1=):(>，-@1=):(>，.
@?=88(>!图.（A）和（/）是用多层法［:8］所计算的模

拟像，欠焦值分别为B.8(>和BC8(>，其余电子光

学参数/，+D和0 分别为B88E1，B=.>>和:=1
(>，像分辨率为8=:8(>!

从抗 生 蛋 白 链 菌 素 的 晶 体 结 构 模 型 计 算 出

8=)?(>以内的结构因子$（238）!8=:8(>以内的

结构因子的傅里叶变换对应于弱相位体近似［:］下

高分辨电子显微像!把相应的相位作为初始相位，结

合8=)?(>的振幅信息利用直接法进行相位外推处

理，得到8=:8(>到8=)?(>之间的相位，并同理论

数据比较!

!"$ 抗生蛋白链菌素晶体的解卷结果

图)（5）给出用欠焦值为BC8(>的单张像解卷

得到的品质因子4离焦曲线，共有三个主峰，虽然最

右边的峰位置靠近BC8(>，但偏差较大!图)（<）给

出把欠焦值为B.8(>的像的数据补充到BC8(>的

像上，用两张像解卷得到的一条品质因子4离焦曲

线!图中只有一个主峰，且峰位置所对应的欠焦值为

BC8(>!这说明不能把针对小分子所发展的直接法

解卷技术简单地应用到生物大分子上!由于衬度传

递函数阈值的限制，一些衍射点不能从单张像中恢

复出来，但用双像互补解卷的方法能够把这些衍射

点恢复出来，使最终的解卷像更接近真实的投影电

势!表.中!5F(2和!5G&F是用单张像和双像互补解

卷方法分别对.8张模拟像进行图像解卷所测定的

离焦值，.8张模拟像的真实欠焦值分别为B.8(>，

B)8(>，B:8(>，BB8(>，B?8(>，BC8(>，B*8(>，

B18(>，B98(>，?88(>!结果表明，用双像互补解卷

测定的离焦值!5G&F比用单张像解卷测定的离焦值

更接近真实值!5G%"2!例如，对HB:8(>模拟像用单

张像解卷测定的离焦值误差较大，为)=?(>，而用

双像互补解卷测定相应离焦值的误差只有8=?(>!
6F(2和6G&F分别对应于用单张像解卷和用双像互补

解卷时从（*）式中计算出的6 因子!6G&F比6F(2小

很多的事实证实用这种方法解卷能够有效地改善投

影电势!图.（2）是用这种方法结合欠焦值B.8(>
和BC8(>的模拟像进行解卷所得的解卷像，很接近

晶体的投影电势!
表. 搜索的离焦值和6因子

$>562("><2% !5G%"2 !5F(2 !5G&F 6F(2 6G&F
. B.8=8 B..=8 B89=? 8!:11 8!)*9
) B)8=8 B)8=? B)8=8 8!B89 8!)*?
: B:8=8 B:)=? B)9=? 8!B.1 8!)*C
B BB8=8 BBB=8 BB8=8 8!B:* 8!)C9
? B?8=8 BB:=? B?8=8 8!B8? 8!)*:
C BC8=8 B?*=8 B?9=? 8!:9: 8!)1*
* B*8=8 B*.=8 B*8=8 8!:91 8!)*1
1 B18=8 B1)=8 B*9=? 8!B): 8!)*1
9 B98=8 B9.=? B98=8 8!B.? 8!)*?
.8 ?88=8 ?8:=8 ?88=8 8!B.C 8!)*9

注：!5G%"2是真实的离焦值，!5F(2和6F(2是用单张像解卷得到的离

焦值和6 因子，!5G&F和6G&F是用双像互补解卷得到的离焦值和

6因子（离焦值的单位为(>）!

表.中两张像间的离焦差!7均为?8(>!表)
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图! 抗生蛋白链菌素的模拟像、解卷像和相位外推所得的投影电势 （"）分辨率为#$%#&’沿［##!］方向的投影电势；（(）分辨率为#$)*

&’沿［##!］方向的投影电势；（+）欠焦值为,!#&’沿［##!］方向的模拟像；（-）欠焦值为,.#&’沿［##!］方向的模拟像；（/）用直接法解卷方

法结合图!（+）和!（-）两张像进行解卷所得的解卷像；（0）用直接法相位外推方法外推出#$%#&’到#$)*&’之间的相位所得的投影电势
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图!（"）用欠焦值为#$%&’的单张像解卷得到的品质因子!离

焦曲线；（(）结合图)（*）和图)（+）两张像解卷得到的品质因子!
离焦曲线；（*）对相位外推所得到的,,,套解，由（-）式计算得到

的平均相角误差分布图

则是在不同的离焦差值下用双像互补解卷方法搜索

到的离焦值"目的是验证在任意一个离焦差值的情

况下本文中所提出的方法的有效性"从表!可见，所

测定的离焦值误差不超过%./&’"因此，此方法的

有效性与两张像之间的离焦差!#无关"

!"! 直接法相位外推得到抗生蛋白链菌素晶体

#"$%&’的投影势

归一化结构因子的下限取为%.0/"可以选出

0)0个强衍射点参加相位外推，其中,/个点的分辨

表! 在不同的离焦差值!#的条件下搜索的离焦值

1234’"567

!$)% !$!%
!#

839&++6:3*97;"<96

!$)# !$!#
#/%.% #$%.% )%% #/%.% #$%.%
#/%.% #-%.% !%% #/%.% #-%.%
#/%.% #,%.% 0%% ##=./ #-=./
#/%.% #=%.% #%% #/%.% #=%.%
#/%.% /%%.% /%% #/%.% /%%.%

注： !$)%和!$!%是双像互补解卷所用两张像的真实离焦值，

!$)#和!$!#是搜索得到的离焦值"

率介于%.0%&’与%.!/&’之间"用程序>?@A共

外推出,,,套解"应用团簇分析法对这些解之间的

平均相位差进行统计分析，相位差分布图（见图!
（*））显示只有一个单峰，即能够找到一个最大团簇

用（,）式求最佳平均解"比较所求得的平均解与真实

的结构因子中的相位，用结构因子振幅作权重求相

位错误百分比，结果为0)&"图)（:）是用直接法相

位外推得到的投影电势图，分辨率为%.!/&’，与从

原子模型计算的相应的投影电势（图)（(））一致"

# 结 论

本文把直接法应用于二维蛋白质晶体高分辨电

子显微像的解卷和分辨率的提高，利用抗生蛋白链

菌素晶体的已知结构模型从方法上验证了直接法应

用于蛋白质晶体学的有效性"由于衬度传递函数的

影响，应用直接法对抗生蛋白链菌素的单张模拟像

解卷时，大约有)%%个衍射点不能恢复，给寻找正确

的离焦值带来困难"本文提出的结合两张高分辨电

子显微像互补的解卷方法，此法克服了上述困难，能

得到误差较小的离焦值，使解卷像更接近结构模型

的投影电势"在直接法相位外推方面，结果表明，传

统的联合品质因子分析不甚适用于挑选正确的相位

套，借鉴蛋白质晶体学中的团簇分析法，通过对最大

团簇内的相位套做加权平均，得到的相位信息与直

接法外推得到,,,套中的最佳相位套非常接近"
本工作说明，针对生物大分子晶体的特点，把电

子晶体学二步图像处理技术中的解卷和相位外推两

个步骤分别作些改动之后，可以应用于蛋白质晶体

结构的测定，且测得结构的分辨率高于显微像的分

辨率，而接近衍射分辨极限"这种二步图像处理技术

发展成为蛋白质电子晶体学结构分析的新工具"下
一步的工作将研究此技术在实验显微像和实验衍射

强度上的应用"
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