
 

封面文章

用于多通道单分子定位的高精度图像配准方法*

林丹樱†    龚振权    黄黎琳    聂梦娇    于斌    屈军乐‡

(深圳大学物理与光电工程学院, 光电子器件与系统教育部/广东省重点实验室, 深圳　518060)

(2023 年 10 月 25日收到; 2023 年 12 月 1日收到修改稿)

单分子定位技术可以绕过光学系统的衍射限制, 在生物样品的单粒子追踪和超分辨显微成像中得到了

广泛应用. 多通道单分子定位采用多个成像通道, 可以实现对不同目标的同时追踪或多色超分辨成像, 也可

以提升单粒子追踪的轴向深度或实现更高的定位精度和密度. 但各通道图像间的差异会影响协同定位或定

量分析, 因此图像配准是其图像数据预处理的关键环节; 且由于单分子定位精度高, 其对多通道图像配准精

度的要求也很高. 现有技术一般采用基于控制点的配准方法, 且多采用复杂而精密的方式来获取基准物网格

图像用于定位得到控制点对, 以实现高精度图像配准, 对样品或实验设备要求高, 难以直接推广. 为此, 本文基

于局部非线性变换和误匹配点剔除, 发展了一种可以直接采用随机分布荧光珠样品作为基准物的高精度图

像配准方法, 通过在特征匹配和变换模型参数估计的过程中对控制点进行监测和迭代筛选, 以剔除因单分子

定位不准确或精度差而导致未精确匹配的控制点对, 从而消除以随机分布荧光珠样品作为基准物时对于控

制点准确获取和精确匹配所带来的不良影响, 同时采用基于局部加权平均的二阶多项式拟合进行变换模型

参数估计, 以更好地适用于不同通道间存在局部非线性形变的情形. 结果表明, 采用该方法只需要 3次迭代, 就可

以将未准确定位和精确匹配的控制点对找到并剔除, 从而实现更准确的变换模型参数估计, 将配准精度提高

一个数量级, 在图像局部非线性形变情况严重的正交像散双通道单分子定位成像系统中实现了约 6 nm的配

准精度.
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1   引　言

单分子定位技术利用高灵敏图像探测器记录

单个荧光分子的像斑并利用算法确定其几何像点,

可以绕过光学系统的衍射限制实现对单个荧光分

子的准确定位 [1], 早期被应用于生物样品中的单分

子检测和单粒子追踪研究 [2,3], 近十几年来被成功

应用于超分辨显微成像 [4–6], 成像分辨率可达几十

纳米, 远高于传统光学显微镜的 200—300 nm分

辨率极限. 多通道单分子定位是指在进行单分子定

位时涉及多个成像通道的情形. 例如, 在单粒子追

踪应用中采用多个通道提升追踪的轴向深度 [7] 或

实现对不同目标的同时追踪 [8], 在基于单分子定位

的超分辨显微成像中采用多个通道实现多色超分辨

成像 [9,10], 或实现更高的定位精度或定位密度 [11–13].

各通道图像通常需要用于协同定位或分析, 而光路

搭建时由于光学元器件的位置、距离、角度等的误

差而引入的像差、多色成像通道中存在的场曲和色

差、因波长不同或有意引入像散等因素导致的放大
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倍率差异等因素 [12], 使得多通道图像之间往往存

在不能严格匹配的情况, 从而影响协同定位和分

析. 因此, 图像配准是多通道单分子定位图像数据

预处理的关键环节. 而且, 由于单分子定位精度一

般在 15—50 nm, 这就要求多通道图像配准精度至

少要控制在 10 nm以内 [14], 其中旨在提高定位精

度的多通道单分子定位系统对图像配准的要求还

要更高.

由于单分子定位处理的图像数据主要为分散

的单分子像斑, 其图像配准通常采用基于控制点的

方法, 且其控制点的获取一般通过对较亮的基准

物进行成像和定位来得到 [1]. 在这类方法中, 控制

点的准确获取和精确匹配, 以及控制点的数量和

分布情况是影响配准精度的关键因素 [15]. 因此 ,

Churchman等 [16] 在其利用多色单分子定位测量

分子内生物大分子距离随时间变化的工作中, 采用

纳米精度的位移台以 500 nm的间距分别沿 x,

y 方向移动一个固定在盖玻片上的直径 100 nm的

荧光珠并拍摄其双通道图像序列, 构造一个基准物

网格图像, 以获取能够均匀铺满视场的控制点对,

实现了约 4 nm的配准精度; Gahlmann等 [17] 在其

对细菌中的蛋白质进行三维定量多色超分辨成像

的工作中利用了类似的方法, 将 30 μm × 30 μm
视场范围内的 15个荧光珠在 1.5 μm深度范围内

分别沿 x, y, z 三个方向平移来构造一个三维基准

物网格图像, 以获得高密度控制点对, 实现了约

8 nm的配准精度; Min等 [12] 在其结合像散和双焦

面方法实现高密度三维单分子定位的工作中, 则采

用一个刻有宽 200 nm、间距 2 μm的方形阵列小

孔的纳米网格金属膜作为基准物, 但由于该纳米网

格没有荧光, 基准物图像只能在明场照明模式下采

用透射成像方式获得. 采用这些技术虽然能够获得

较高的配准精度, 但其对基准物及其图像采集的要

求之高使它们难以被直接推广到其他多通道单分

子定位系统中. 其中, 通过平移荧光珠样品采集基

准物网格图像的方法除了需要使用纳米精度的位

移台外, 平移过程中由于长时间采集导致的荧光珠

光漂白和横向漂移等问题, 还会影响荧光珠的精确

定位, 从而影响图像配准精度 [17]. 而采用纳米网格

作为基准物的方法则不仅成本高, 还需要系统带有

明场照明模式. 直接采用随机分布的荧光珠样品作

为基准物进行多通道成像和定位来获取控制点对,

可以大幅降低对样品及实验设备的要求. 但相比规

则分布的基准物网格图像, 随机分布的荧光珠图像

可能存在部分重叠或超出视场边缘等情况, 导致荧

光珠几何像点定位不准确, 从而影响控制点的准确

获取和精确匹配, 限制了图像配准精度的提高 [8].

本文针对多通道单分子定位成像的需求, 基于

局部非线性变换和误匹配点剔除, 发展了一种可以

直接采用随机分布荧光珠样品作为基准物的高精

度图像配准方法. 该方法通过在特征匹配和变换模

型参数估计的过程中对控制点进行监测和迭代筛

选, 以剔除因单分子定位不准确或精度差而导致未

精确匹配的控制点对, 从而消除以随机分布荧光珠

样品作为基准物时对于控制点准确获取和精确匹

配所带来的不良影响, 同时采用基于局部加权平均

的二阶多项式拟合进行变换模型参数估计, 以更好

地适用于不同通道间存在局部非线性形变的情形,

在图像局部非线性形变情况严重的正交像散双通

道单分子定位成像 [13] 系统中实现了约 6 nm的配

准精度. 

2   方　法
 

2.1    正交像散单分子定位及其图像配准需求

本文以图像局部非线性形变情况严重的正交

像散单分子定位成像 [13] 为例, 发展适合多通道单

分子定位的高精度图像配准方法. 图 1(a)为正交

像散单分子定位成像光路示意图, 其基本原理是将

荧光信号均分为两束并分别经过两个聚焦方向相

互正交的柱透镜, 之后成像于同一探测器的不同区

域实现双通道成像. 该系统对处于特定轴向位置的

物点的响应呈现为一组像散图像对 (图 1(b)), 这

一组图像对被用于三维定位, 相比利用单个柱透镜

产生的单个像散斑 [18], 或双焦面探测产生的一对

圆对称像斑进行三维定位, 由于不同像散图像对之

间具有更低的相关性 [13], 可实现更准确的定位, 且

离焦程度越大时两个像斑的形状差异越大, 这种准

确定位的优势就越明显, 因此采用这种方法可在无

需牺牲成像深度的前提下显著提高离焦荧光分子

的三维定位精度, 理论分析和数值模拟都很好地说

明了这一点 [13].

但在实际成像实验中, 两个成像通道间不可避

免地存在偏差, 因此双通道图像的配准精度将直接

影响正交像散的定位精度和成像分辨率, 使正交

像散单分子定位无法发挥出其优势. 更重要的是,
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在正交像散系统中, 两个柱透镜的聚焦方向互相垂

直使得两个通道的图像产生了各自的非各向同性

放大 (图 1(c)), 即正交像散在使像斑形状发生所需

变化的同时也改变了其相对距离, 从而严重影响正

交像散单分子定位. 因此, 相比其他多通道单分子

定位成像方法, 正交像散单分子定位中双通道图像

的局部非线性形变情况要更加严重. 如何针对两个

图像的这种形变进行高精度配准但又不破坏正交

像散图像对的形状, 是正交像散法能够取得预期定

位效果的关键. 

2.2    变换模型的选择

由于单分子定位处理的图像数据主要为分散

的单分子像斑, 其图像配准通常采用基于控制点的

方法, 且选择一个合适的变换模型是这类方法的关

键环节之一 [1]. 在多通道单分子定位系统中, 不同

通道间除存在整体平移、旋转、缩放等全局差异外,

更重要的是还可能存在因非各同性放大等因素而

导致的局部非线性形变, 因此本文选择基于局部加

权平均的二阶多项式拟合作为图像配准过程中的

变换模型, 并利用各通道拍摄得到的荧光珠图像

的定位结果作为控制点对, 来建立各通道图像间的

对应关系. 采用该变换模型的图像配准方法通常被

称为局部加权平均 (local weighted mean, LWM)

法 [19,20].

f g

以正交像散单分子定位成像的图像配准为例,

左右通道图像分别作为参考图像和待配准图像, 则

配准过程就是确定两者坐标间变换函数   和   的

过程, 即: 

X = f (x, y) , Y = g(x, y), (1)

(x, y)

(X,Y )

n

(xi, yi) n

Xi Yi

(x, y) f g

X

式中,    表示待配准图像中任一点的坐标, 而

 表示对应点在参考图像中的坐标. LWM法

的基本原理是对于图像上的任意一点, 设置最近邻

点数  限定一个局部区域, 对于区域内的某个控制

点  , 可利用包含其在内的  个控制点来确定

其与对应坐标  或  的函数关系, 然后通过加权

平均得到任意点   的变换函数   或   . 控制点

对的函数模型一般采用二阶多项式, 通过最小二乘

拟合进行参数估计, 即 (以  方向的变换为例): 
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图 1    正交像散单分子定位及其图像配准需求示意图　(a)正交像散系统光路; (b)不同轴向位置物点对应的像散图像对; (c)正

交像散导致的双通道图像形变及预期配准效果. ND, 衰减片; L, 透镜; M, 反射镜; DM, 二向色镜; OL, 物镜; F, 滤光片; A, 光阑;

BS, 分束器; CL, 柱透镜; EMCCD, 电子倍增电荷耦合器件

Fig. 1. Illustration of the orthogonal astigmatism-based single molecule localization method and its requirements on image registra-

tion: (a) Optical path of the orthogonal astigmatism system; (b) astigmatic image pairs corresponding to object points at different

axial positions; (c) dual-channel image distortion caused by orthogonal astigmatism and expected registration result. ND, attenuator;

L, lens; M, mirror; DM, dichroic mirror; OL, objective lens; F, filter; A, aperture; BS, beam splitter; CL, cylindrical lens; EMCCD,

electron-multiplying charge-coupled device.
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X = Pi (x, y) =

2∑
j=0

j∑
k=0

ajkx
kyj−k. (2)

而权重因子设置为 [19]
 

Wi (R) =

{
1− 3R2 + 2R3, 0 ⩽ R ⩽ 1,

0, R > 1,
(3)

R =

√
(x− xi)

2
+ (y − yi)

2
/Rn Rn

(xi, yi)

(x, y) f

式中,    ,    为局部

范围内控制点   与其他控制点的最远距离.

因此加权平均得到的任意点  的变换函数  为 

f (x, y) =

N∑
i=1

Wi (R)Pi(x, y)

N∑
i=1

Wi (R)

, (4)

N

(x, y) (xi, yi)

Pi(x, y)

T ∈
R6×2×N T

式中,   表示所有控制点的数量. 这样, 只有当点

 位于控制点  的区域范围内时, 该控制

点对应的多项式   才起作用, 从而可避免相

距过远的控制点所带来的不利影响. 最后, 两个方

向变换函数中各多项式的系数用参数矩阵  

 来表示. 确定参数矩阵   后, 可以采用双

线性内插法根据参数矩阵对应的变换模型对待配

准图像进行重采样, 从而得到配准后的图像. 

2.3    误匹配点的剔除

在基于控制点的图像配准中, 控制点对的精确

匹配是影响配准精度的重要因素, 而对于需要采

用 LWM法处理的情形而言, 控制点能否均匀地分

布于整个视场, 也很大程度上决定了所获得的变换

函数是否准确. 因此, 现有方法为了能在多通道单

分子定位中实现高精度图像配准, 多采用复杂且精

密的方式来获取基准物网格图像并定位得到控制

点对 [16,17,21]. 直接对随机分布的荧光珠图像进行定

位获取控制点对, 可大幅降低图像配准对样品及实

验设备的要求, 但相比规则分布的基准物网格图

像, 这种做法存在两个主要问题: 一方面随机分布

的荧光珠图像难以保证控制点均匀覆盖整个视场;

另一方面当荧光珠距离较近或位于视场边缘时, 其

定位不准确会影响该控制点附近变换模型参数估

计的准确性. 第 1个问题可通过随机移动样品拍摄

不同视野的荧光珠图像并合并其定位点来解决, 这

样不但避免了长时间采集同一荧光珠或同一视野

导致的荧光珠光漂白和横向漂移等问题, 在实验操

作上也更加简便. 针对第 2个问题, 发展了一种新

的通过剔除误匹配点 (elimination of mismatched

points, EMP)来实现更精确的变换模型参数估计

的方法, 即通过在参数估计过程中监测控制点对的

基准配准误差 (fiducial  registration error,  FRE)

对其进行迭代筛选, 以剔除因单分子定位不准确或

精度差等而导致未能精确匹配的控制点对, 从而消

除以随机分布荧光珠作为基准物时对控制点准确

获取和精确匹配的不良影响, 简称为 EMP-FRE

算法. 其中 FRE定义为 

FREi =

√
(X ′

i −Xi)
2
+ (Y ′

i − Yi)
2
, (5)

, (Xi, Yi) (X ′
i, Y

′
i ) i式中   和   分别是第   个控制点在参

考图像和已配准图像中的坐标.

T

E

T

仍以正交像散单分子定位成像为例, 该方法的

基本原理和算法流程如图 2所示: 首先, 对一组双

通道荧光珠图像进行定位, 分别得到各控制点在左

通道参考图像和右通道待配准图像中的坐标; 然

后, 利用 LWM模型对控制点对的坐标进行参数估

计, 得到参数矩阵  , 并利用当前模型对配准前的

右通道荧光珠图像进行变换, 获得配准后的右通道

图像; 接着, 对配准后的右通道图像重新定位, 并

将定位点坐标与左通道参考图像的对应点坐标逐

一进行比较, 计算每一个控制点对的 FRE, FRE

大于预设误差阈值   的控制点对将被剔除; 最后,

利用剩下的控制点对重新计算参数矩阵  并重复

上述步骤, 直至所有控制点对的 FRE均在误差阈

值范围内.

T

对采集到的不同视野的双通道荧光珠图像进

行同样的处理, 并将所得满足条件的控制点对合

并, 可获得近似均匀覆盖整个视场的足够多准确定

位并精确匹配的控制点对. 利用 LWM模型对合并

后的控制点对进行参数估计, 可得到系统的最优参

数矩阵  , 用于对后续采集的实际样品双通道图像

进行精确配准. 

3   结果与讨论
 

3.1    变换模型选择对配准精度的影响

为定量分析变换模型的选择对多通道单分子

定位图像配准精度的影响, 以正交像散单分子定位

成像为例, 模拟生成荧光珠双通道图像, 并将其

定位结果作为控制点对用于图像配准. 图 3(a)和
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图 2    基于基准配准误差监测的误匹配点剔除 (EMP-FRE)算法的基本原理和算法流程示意图　(a)基本原理; (b)算法流程图.

I, 图像; P, 定位点; T, 配准参数矩阵; FRE, 基准配准误差; E, 误差阈值; 下标 l/r, 左/右通道; 下标 i, 控制点编号

Fig. 2. Schematic diagram (a) and algorithm flowchart (b) of the EMP-FRE (i.e., elimination of mismatched points based on fidu-

cial registration error monitoring) algorithm. I, image; P, localizations; T, registration parameter matrix; FRE, fiducial registration

error; E, error threshold; subscript l/r, left/right channel; subscript i, control point number.
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图 3    变换模型选择和误匹配点剔除对配准效果的影响　(a)左通道参考图像; (b)右通道待配准图像; (c) LWM法配准后的右

通道图像; (d)采用不同模型配准后的定位点; (e)采用不同模型配准后的平均 FRE; (f), (g)采用 LWM模型和 EMP-FRE算法的

X, Y 方向配准误差统计. 统计数据来自 5帧不同视野荧光珠图像的 140对定位点 (控制点)

Fig. 3. Effects of  transformation model  selection and mismatched point elimination on registration performance:  (a) Left  channel,

reference image;  (b)  right  channel,  image  to  be  registered;  (c)  right  channel,  image  after  LWM registration;  (d)  localizations   re-

gistered using different models; (e) average FRE after registration using different models; (f), (g) statistical data on registration er-

rors in the X and Y directions using the LWM model and EMP-FRE algorithm, obtained from 140 pairs of localizations (control

points) from 5 different field of view fluorescent bead images.
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图 3(b)分别为模拟生成的左、右通道图像, 并用红

色“+”表示各像斑的非对称高斯拟合定位结果, 其

中心即为各控制点在两个通道图像中的坐标. 在该

模拟实验中, 荧光珠位于焦面附近, 而横向位置在

视场范围内随机分布, 两个通道的荧光珠图像根据

荧光珠的 x, y, z 方向坐标以及实际成像系统的校

准曲线 (即像斑 x, y 方向尺寸与轴向位置 z 的关

系)产生; 同时, 为了模拟实际系统中两个正交像

散通道之间出现的局部非线性差异, 右通道图像中

荧光珠的坐标值被额外引入平均为 200 nm的随

机误差. 从图 3(a)和图 3(b)可以看出, 两个通道

图像由于存在不同的非各向同性放大而导致形变

(表现为两个图像中荧光珠像斑的相对分布模式不

一致), 且由于荧光珠位置是随机的, 视野中存在一

些靠得比较近的荧光珠像斑, 因此存在多个荧光珠

对应一个定位点 (控制点)的不准确定位情形 (如

红色方框所示的控制点 2—5, 共 4对).

为定量分析变换模型的选择对多通道单分子

定位图像配准精度的影响, 将定位得到的 41对控

制点的坐标分别用仿射变换 (affine  transform,

AT)、二阶多项式拟合 (2nd-order polynomial fit-

ting, 2PF)、分段线性变换 (piecewise linear, PWL)

和 LWM四种模型进行参数估计, 并利用所得模型

对右通道荧光珠图像 (图 3(b))进行配准, 分别得

到四种模型配准后的右通道图像 (其中 LWM模型

配准后的右通道图像如图 3(c)所示). 对配准后的

右通道图像重新进行定位, 通过比较配准后控制点

的定位坐标与其在参考图像中的坐标, 可直观地反

映不同变换模型的配准效果. 图 3(d)给出了图 3(c)

中蓝色方框标识的控制点利用不同变换模型进行

配准后得到的定位坐标分布情况, 可以明显看到相

比其他模型, LWM模型得到的定位点 (紫色“+”)

更加接近参考定位点 (红色“+”), 说明在正交像散

单分子定位成像中, 相比适用于全局线性形变的

AT模型、适用于全局非线性形变的 2PF模型和适

用于局部线性形变的 PWL模型, 适用于局部非线

性形变的 LWM模型是更优的选择.

进一步地, 利用 (5)式计算配准后控制点对的

基准配准误差 (即 FRE)来定量表征其配准精度,

并对 5帧不同视野的荧光珠图像中的共 140对控

制点进行统计平均, 结果如图 3(e)所示. 可见, 相

比 AT, 2PF, PWL等模型, LWM模型的配准精

度 (27.4 nm)要高得多. 这是因为, 在正交像散单

分子定位这种图像非线性局部形变情况严重的多

通道单分子定位系统中, 不同通道间除存在整体平

移、旋转、缩放等全局的线性和非线性差异外, 更

重要的是还可能存在因非各同性放大等因素而导

致的局部非线性形变. 然而, 正如前文提到的, 由

于单分子定位精度一般在 15—50 nm, 要求多通道

图像配准精度至少要控制在 10 nm以内 [14], 因此

上述定量分析结果说明对于本文涉及的图像非线

性局部形变情况严重的情形, 仅采用 LWM模型进

行配准还不足以获得足够高精度的图像配准结果,

其主要原因在于随机分布荧光珠图像定位不准确

导致的控制点对未能精确匹配的问题. 

3.2    误匹配点剔除过程和效果分析

E

∑N

i=1
FREi/N N

X ′
i −Xi

仍以图 3(a)和图 3(b)的模拟荧光珠图像及其

定位结果为例, 采用本文所提的剔除误匹配点的

EMP-FRE算法, 其目的在于从全部 41对控制点

中将第 2—5号控制点去除, 以避免这些因未准确

定位而不能精确匹配的定位点对变换模型参数估

计准确性的影响. 将图 2所示的 EMP-FRE算法

和流程用于上述荧光珠图像 (其中误差阈值   设

置为 30 nm), 并将每次迭代所剔除的控制点对标

号以及利用剩余控制点对进行 LWM变换所得的

平均基准配准误差 (即   ,    为控制

点数量)记录下来, 结果如表 1所列. 可见, 迭代

剔除前 , 即采用全部 41对控制点进行变换模型

参数估计并进行图像配准后得到的平均 FRE为

29.3 nm; 而采用 EMP-FRE算法后, 仅需要 3次

迭代便可以准确地将第 2—5号控制点找到并剔

除, 从而将平均 FRE减小到 2.9 nm, 配准精度与

不采用该方法直接进行 LWM变换时相比提高了

10倍. 此外, 从图 3(d)可直观地看到, 采用 LWM

模型和 EMP-FRE算法后定位点 (绿色“+”)已经

非常接近参考定位点 (红色“+”), 显示出非常高的

配准精度. 采用相同参数设置对其余 4帧随机分

布荧光珠图像进行处理时, 成功剔除误匹配控制

点对所需的迭代次数均不超过 3次. 而在图 3(e)

的统计结果中, 可以看到全部 5帧图像中 140对控

制点处的平均 FRE从单独采用 LWM模型时的

27.4 nm进一步降到了 4.7 nm. 图 3(e)给出了采

用 LWM模型和 EMP-FRE算法后控制点的横坐

标定位误差 (即  )统计, 图 3(f)为纵坐标定
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Y ′
i − Yi位误差 (即  )统计, 可以看到两个方向上的

定位误差都在 5 nm以内 (标准差分别为 1.7 nm

和 1.0 nm), 说明两个方向都有较好的配准效果.

E

E

σ

值得指出的是, 在 EMP-FRE算法中, 误差阈

值  是判断控制点对是否存在误匹配情况的依据,

因此设置合适的误差阈值对迭代过程和结果具有

重要意义: 误差阈值设置过小不仅会增加迭代次

数, 还会因在迭代过程中剔除掉大量的控制点对,

导致最后得到的控制点对数量较少且分布不均, 无

法兼顾视场均匀性和配准精度的需求; 而误差阈值

设置过大则会降低误匹配点对被准确剔除的可能

性, 从而降低配准精度. 由于控制点的获取是通过

对单通道图像进行单分子定位得到的, 因此可以其

定位精度决定的分辨率作为误差阈值  的参考值.

例如, 在生成上述模拟荧光珠数据时, 单通道定位

精度 (即高斯拟合的标准差 s)参考实际实验系

统被设置为 13 nm, 对应分辨率 (即 2.35  )约为

30 nm, 因此其误差阈值被设置为 30 nm. 为定量

分析误差阈值的选取对迭代过程和结果的影响, 进

一步将误差阈值设置为 10, 20, 40, 50 nm对同一

组荧光珠数据进行处理, 并将结果与误差阈值为

30 nm时的结果进行对比, 结果如表 2所列. 从表 2

可以看到, 误差阈值设置为 20 nm时, 可以得到与

误差阈值 30 nm时相同的结果 (迭代 3次, 平均

FRE为 2.9 nm), 但若设置得太小或太大, 则迭代

次数、每次迭代剔除的控制点数量都会受到影响,

从而也影响最终的配准精度.

n

E

n

k

m

E n

k

为进一步验证 EMP-FRE算法在剔除误匹配

点方面的效果和效率, 还将上述模拟数据用其他现

有的剔除误匹配点算法进行处理, 并比较剔除结

果. 随机抽样一致性 (random sampling consensus,

RANSAC)算法 [22] 可利用随机抽样假设从控制点

对组成的样本集中剔除误匹配点, 具有较好的鲁棒

性, 被广泛应用于图像配准中的控制点匹配阶段.

应用到本文涉及的以随机分布荧光珠双通道图像

的定位结果作为控制点对的情形, RANSAC的具

体做法是: 在定位得到的控制点对中随机选取  对

作为初始样本集, 代入预设变换函数模型进行参数

估计, 利用当前模型估计值对待配准的荧光珠图像

进行配准并重新定位, 计算配准后所有控制点对

的 FRE, FRE小于设定误差阈值  的判断为内点,

反之判断为外点, 记录内点和内点数; 若内点数多

于前一样本集的内点数, 则更新最大内点数  并重

复之前的步骤, 直到迭代次数大于   (或最大内点

数大于预设内点数阈值   ); 最后, 将最大内点数

对应的内点用于变换模型参数估计, 得到最优估计

值. 在此基础上进行改进的方法还有 RSCFDI[23],

RASCFDI+RANSAC2 match[24] 等. 作为对比, 本

文将如图 3(a)和图 3(b)所示的模拟荧光珠图像的

定位结果作为控制点对集合, 采用以上三种误匹配

点剔除算法进行处理, 变换模型仍选用 LWM, 误

差阈值   仍设置为 30 nm, 并设置初始样本数  

为 30, 最大迭代次数   为 500, 共进行 100次独立

性实验 (每次实验随机抽取不同的控制点对组合作

为初始样本集), 结果如表 3所列. 其中, 迭代成功

率是指在 100次独立性实验中, 通过 500次迭代

能准确找到误匹配点的实验次数占比, 而迭代成

 

表 1    图 3(a)和图 3(b)荧光珠图像的 EMP-FRE

迭代过程及利用剩余控制点对进行 LWM配准所

得的平均基准配准误差
Table 1.    The  EMP-FRE  iteration  process  of  the

fluorescent bead images in Fig. 3(a), (b), and the av-

erage FRE  obtained  through  LWM registration   us-

ing residual control points.

迭代次数 剔除控制点对标号 平均基准配准误差/ nm

0 — 29.3

1 3, 4, 6, 7 11.7

2 1, 2, 3, 4, 5 3.4

3 2, 3, 4, 5 2.9

 

表 2    误差阈值对迭代和平均配准误差的影响
Table 2.    Effect of error threshold on iterative and average registration errors.

误差阈值/nm
每次迭代剔除的控制点对数量 每次迭代后的平均配准误差/nm

1 2 3 4 1 2 3 4

10 4 16 10 9 11.7 5.8 5.6 5.4

20 4 9 4 — 11.7 3.5 2.9 —

30 4 5 4 — 11.7 3.4 2.9 —

40 4 3 — — 11.7 10.4 — —

50 4 2 — — 11.7 11.6 — —
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功所需的平均迭代次数是指在成功找到误匹配

点的独立性实验中所需迭代次数的平均值. 可见,

将 RANSAC, RSCFDI和 RASCFDI+RANSAC2

match三种误匹配点剔除算法应用于以随机分布

荧光珠图像的定位结果作为控制点的情形时, 其成

功剔除误匹配点的概率最高只有 84%, 且迭代次

数最少需要 165次. 相比之下, 本文所提的 EMP-

FRE算法应用于相同的数据时仅需要 3次迭代就

可以把所有误匹配点找出, 实现了更高的算法精准

度和效率.

n

n

究其原因, 在于 RANSAC及其相关算法剔除

误匹配点时需要先从控制点对中随机选取   对控

制点作为初始样本集, 然后通过迭代判断内外点来

更新该样本集, 当样本集中的控制点对的配准误差

均在误差阈值范围内时, 即可得到最佳配准效果.

因此, 在应用于上述荧光珠数据处理时 (控制点

对总数为 41, 误匹配点对数量为 4), 当初始样本

数   被设置为 30时, 一次迭代过程中样本集中的

控制点对刚好均为准确匹配控制点对的概率为

P = C30
37/C

30
41 ≈

n

E

 0.3%, 从而导致迭代成功率不高且

迭代成功所需的平均迭代次数多达上百次. 在保持

误差阈值不变的前提下, 通过调整初始样本数  可

一定程度改善这个问题. 但相比之下, EMP-FRE

算法不需要先选取样本集, 而是从所有控制点对入

手进行迭代判断的, 因此只需要设置合适的误差阈

值  即可实现对误匹配点的快速、准确剔除.

为了评估本文所提图像配准方法在正交像散

单分子定位系统中的实际配准效果, 图 4给出了一

组实验拍摄的荧光珠图像结果. 实验首先制备了随

机分布在盖玻片上的直径 200 nm荧光珠样品, 并

将其置于正交像散单分子定位系统载物台上进行

双通道成像, 然后对获得的双通道图像进行单分子

定位, 将定位结果作为控制点坐标, 分别采用传统

的 LWM法 (即未剔除误匹配点)和本文所提的结

合 LWM模型和 EMP-FRE算法的方法计算得

到配准参数矩阵, 并用于对右通道图像进行变换,

得到配准后的右通道图像. 为了直观地显示配准

效果, 将左通道参考图像设置为紫色伪彩图像, 将

配准后的右通道图像设置为绿色伪彩图像, 并将两

者进行叠加, 单独采用 LWM法和采用 LWM模

型结合 EMP-FRE算法所得的叠加结果分别如

图 4(a)和图 4(b)所示, 其中两通道图像中荧光珠

像斑准确重叠的部分呈现为灰白色, 否则呈现为

互相错开的紫色和绿色. 图 4(c)和图 4(d)分别为

图 4(a)和图 4(b)中蓝色方框的放大图, 图 4(e)和

图 4(f)分别为图 4(a)和图 4(b)中红色方框的放大

图. 可见, 在这两个方框区域中, 单独采用 LWM

 

表 3    误匹配点剔除算法的效果及效率对比
Table 3.    Comparison of  the  effectiveness  and   effi-

ciency  of  algorithms  for  eliminating  mismatched

points.

误匹配点剔除算法 迭代成功率
迭代成功所需的
平均迭代次数

RANSAC 0.84 165

RSCFDI 0.49 217

RASCFDI+
RANSAC2 match

0.49 260

 

(a)

3 mm 3 mm
2 mm 2 mm

2 mm 2 mm

(b) (c) (d)

(e) (f)

c

e f

d

图 4    实验荧光珠图像的配准结果对比　(a)传统 LWM的配准结果; (b)结合 LWM和 EMP-FRE的配准结果; (c), (d)蓝色方框

的放大图; (e), (f)红色方框的放大图 伪彩色: 紫色代表左通道图像, 绿色代表配准后的右通道图像, 两者准确重合时为灰白色

Fig. 4. Comparison of the registration results of experimental fluorescent bead images: (a) Registered image using traditional LWM;

(b) registered image using LWM+EMP-FRE; (c), (d) enlarged views of the blue box; (e), (f) enlarged views of red box. Pseudo col-

or: purple represents the left channel image, green represents the registered right channel image, and when they are accurately over-

lapped, the color should be grayish white.
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法配准后两通道的荧光珠像斑仍存在比较明显的

未准确匹配情况, 而采用 LWM模型结合 EMP-

FRE算法时荧光珠像斑则能够很好地匹配, 基本未

出现紫色和绿色. 进一步定量计算结果表明, 图 4(a)

对应的平均基准配准误差为 54.7 nm, 而图 4(b)仅

为 6.1 nm, 配准精度实现了 9倍的提升, 与模拟结

果相吻合, 说明即使是对于正交像散单分子定位系

统这种双通道图像存在严重的非线性形变的情况,

本文所提的结合 LWM模型和 EMP-FRE算法的

方法仍能够直接利用随机分布的荧光珠样品实现

约 6 nm的配准精度. 

3.3    图像配准对正交像散单分子定位的
影响

最后, 将本文所提的图像配准方法应用到正交

像散单分子定位成像数据的处理中, 可以更直观地

反映该方法的实施效果. 首先, 以相隔 60 nm、与

XY 平面成一定角度 (轴向位置从焦面以下 400 nm

到焦面以上 400 nm线性变化)的一对平行线作

为模拟样品 , 以实际成像系统的校准曲线为依

据, 模拟生成一组正交像散单分子闪烁图像数据

(1000帧/通道, 单分子光子数为 500光子/通道,

信噪比为 35.5 dB), 并在其右通道图像中人为引入

平均 200 nm的随机非线性误差 (未引入误差的数

据作为对照组). 将前文用不同配准方法对随机分

布的荧光珠图像数据进行处理所得到的模型应用

于对右通道单分子闪烁数据进行变换, 得到配准后

的右通道单分子闪烁数据, 再与左通道数据一起,

利用正交像散成像的双通道 TVSTORM算法 [13]

进行三维单分子定位和超分辨图像重建, 结果如

图 5所示. 其中, 图 5(a)给出了不同情形下重构得

到的平行线超分辨图像, 第 1组为对照组 (即无误

差数据)的重构结果, 第 2组为有误差数据未经配

准直接重构的结果, 第 3至第 7组分别为采用 AT,

2PF,  PWL,  LWM和 LWM+EMP-FRE配准后

再进行重构的结果. 对比第 2组和第 1组结果可以

直观看出, 有误差但未经配准就直接进行重构, 其

结果是十分不准确的; 而对比其他几组结果则可以

明显看出, 利用不同方法进行配准之后的重构结果

也存在很大区别, 其中 AT配准后的重构效果最

差, 而 LWM和 LWM+EMP-FRE配准的重构结

果与对照组的重构结果较为接近, 效果最好.
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图 5    平行线模拟样品的超分辨重构结果比较　(a)不同情形数据的重构图像: 1-无误差数据; 2-有误差未配准数据; 3-AT配准

数据 ; 4-2PF配准数据 ; 5-PWL配准数据 ; 6-LWM配准数据 ; 7-LWM+EMP-FRE配准数据 ; (b)—(d)图 (a)中 3个白色方框处对

应的截面轮廓曲线

Fig. 5. Comparison of super-resolution reconstruction results for the simulated parallel line sample: (a) Reconstructed images from

data in different cases: 1-error free data; 2-unregistered data with errors; 3-AT registered data; 4-2PF registered data; 5-PWL re-

gistered data; 6-LWM registered data; 7-LWM+EMP-FRE registered data; (b)–(d) the corresponding cross-section profiles of the

three white boxes in panel (a).
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选取图中 3个特定位置 (对应不同的轴向坐标

范围)画出对照组和 LWM, LWM+EMP-FRE组

平行线图像的归一化截面轮廓曲线并进行对比, 结

果如图 5(b)—(d)所示. 计算线间距 (即曲线中两

个峰之间的距离)和对比度 (即第二高峰与凹陷处

的比值), 可用于定量说明这三组平行线图像之间

的差异, 结果如表 4所列. 由表 4可以看到, 虽然

利用 LWM和 LWM+EMP-FRE两种配准方法都

可以得到比较接近对照组的图像结果, 但截面轮廓

曲线进一步说明结合了 EMP-FRE算法的配准方

法得到的平行线结构相比单独采用 LWM方法要

更贴合没有误差的真实情形, 且所得线间距和对比

度也更准确.

进一步地, 将 LWM和 LWM+EMP-FRE两

种配准方法及其模型参数用于处理实际采集的正

交像散单分子定位成像实验数据, 结果如图 6所

示. 其中, 图 6(a)为 BS-C-1细胞微管蛋白的宽场

荧光图像, 图 6(b)和图 6(c)分别为图 6(a)中方框

区域的正交像散单分子闪烁数据采用 LWM法和

LWM+EMP-FRE法进行配准后再进行重构所得

的超分辨图像, 图 6(d)给出了划线部分的归一化

截面轮廓曲线. 可以看到, LWM+EMP-FRE法配

准数据的重构结果中定位点更集中, 截面轮廓曲线

的半高全宽从采用 LWM配准时的 75.2 nm减小

到采用 LWM+EMP-FRE配准时的 47.5 nm, 有

效地提高了单分子定位的精度. 值得指出的是, 由

于实际的正交像散单分子定位成像系统中双通道

数据存在的局部非线性形变比模拟数据中的还要

更严重, 因此未进行配准的双通道数据是无法重构

得到超分辨图像的.

这些数据进一步说明了结合 LWM模型和

EMP-FRE算法的配准效果在正交像散单分子定

位成像中起到了非常积极的作用, 其高精度配准结

果可使三维单分子定位和超分辨重构结果更贴近

真实情形, 即 LWM+EMP-FRE配准可以在很大

程度上减少双通道图像间的误差对定位结果的影

响, 从而能够更好地发挥正交像散单分子定位成像

的优势. 

4   总结与展望

针对多通道单分子定位系统中各成像通道间

 

表 4    平行线模拟样品重构图像的线间距和对比度定量比较
Table 4.    Quantitative  comparison  of  line  spacing  and  contrast  in  reconstructed  images  of  the  simulated  parallel  line

sample.

线间距/nm 对比度/%

b c d 平均 b c d 平均

Control 58.6 59.4 57.2 58.4 82.1 87.2 76.2 81.8

LWM 55.2 58.8 55.8 56.6 77.7 83.3 48.5 69.8

LWM+EMP-FRE 57.2 58.4 59.0 58.2 74.7 79.4 82.1 78.7
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图  6    微管实验数据的超分辨重构结果比较　(a)宽场荧光图像 ; (b), (c)图 (a)中白色方框区域的数据分别采用 LWM法和

LWM+EMP-FRE法配准后的重构结果; (d)图 (b)和 (c)中红色和蓝色方框处对应的截面轮廓曲线

Fig. 6. Comparison of super-resolution reconstruction results for microtubule experimental data: (a) Wide-field fluorescence image;

(b), (c) reconstructed images from data of the white box region in panel (a), registered using LWM and LWM+EMP-FRE, respect-

ively; (d) corresponding cross-section profiles of the red and blue boxes in panel (b) and (c), respectively.
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存在的图像配准需求和特点, 本文在利用随机分布

荧光珠样品降低基准物图像采集难度和成本的基

础上, 通过在特征匹配和变换模型参数估计的过程

中监测荧光珠定位点的匹配误差对控制点对进行

迭代筛选, 发展了一种基于基准配准误差监测的误

匹配点剔除算法 (即 EMP-FRE), 消除了以随机分

布荧光珠样品作为基准物对控制点准确获取和精

确匹配所带来的不良影响, 并结合基于局部加权平

均的二阶多项式拟合方法 (即 LWM模型), 对双通

道图像间的变换模型进行了准确的参数估计, 从而

实现了高精度图像配准. 本文以图像非线性局部形

变情况严重的正交像散单分子定位成像为例, 通过

仿真实验定量分析了变换模型选择对配准精度

的影响, 说明针对局部非线性形变的 LWM模型

更适合多通道单分子定位成像, 但配准精度 (平均

27.4 nm, N = 140)仍无法满足控制在 10 nm以内

的最低需求 ; 而结合 EMP-FRE算法后 , 仅通过

3次迭代即可将误匹配点剔除, 不仅获得了更准确

的 LWM变换参数, 将配准精度提高了一个数量

级 (平均 4.7 nm), 而且相比 RANSAC等其他误匹

配点剔除算法具有更高的效率和更好的剔除效果.

进一步的实验结果同样表明, 单独采用 LWM配准

后两通道中仍有部分荧光珠像斑存在明显的未准

确匹配情况, 而采用 LWM+EMP-FRE配准后这

些荧光珠像斑都能够很好地匹配, 平均配准误差

从 54.7 nm提升到了 6.1 nm. 最后, 通过对正交像

散单分子定位超分辨成像的结果进行分析和比较,

表明采用 LWM+EMP-FRE配准方法可以在很大

程度上减少双通道图像间的误差对定位结果的影

响, 从而能够更好地发挥正交像散单分子定位成像

的优势.

值得一提的是, 本文虽然是以正交像散单分子

定位成像为例对所提方法进行阐述和验证, 但这种

直接利用随机分布荧光珠样品作为基准物并采用

结合了 EMP-FRE算法的 LWM模型进行多通道

图像配准的方法是普适的. 这是因为, 在采用本文

所提方法进行多通道单分子图像数据配准时, 控制

点的获取是通过对单个通道的荧光珠图像进行定

位得到的, 与是否正交像散并无直接关联. 因此,

该方法可以直接推广到其他多通道单分子定位系

统. 对于多色系统, 只需要选用具有多种激发和发

射波长的荧光珠; 而对多于两个通道的系统, 只需

要固定其中一个通道作为参考图像, 将多通道图像

转换为多组双通道图像, 即可利用本文发展的方法

逐个获取精确的通道间变换模型, 从而实现多通道

图像间的高精度配准.
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Abstract

Single-molecule localization technology has been widely used in single-particle tracking and super-resolution
imaging  of  biological  samples,  as  it  can  bypass  the  diffraction  limit  of  optical  systems.  Multi-channel  single-
molecule localization uses multiple imaging channels to simultaneously track different targets or perform multi-
color super-resolution imaging, and can also improve the axial depth of single-particle tracking or achieve higher
localization precision and density for super-resolution imaging. However, the difference between images in each
channel can affect collaborative localization or quantitative analysis,  so image registration is a key step in its
image data preprocessing. Moreover, due to the high precision of single-molecule localization, its requirements
for  multi-channel  image registration accuracy are  also  high.  Existing technologies  generally  use  control  point-
based registration methods and often use complicated and precise methods to obtain fiducial images for locating
control  point  pairs  to  achieve  high-precision  image  registration,  which  involves  high  sample  or  experimental
equipment requirements and is difficult to directly extend to other systems. Therefore, developed in this work,
is  a  high-precision  image  registration  method that  can directly  use  randomly distributed fluorescent  beads  as
fiducial samples based on local nonlinear transformation and elimination of mismatched points. By monitoring
and iteratively filtering control points in the process of feature matching and transformation model parameter
estimation to eliminate control point pairs that are not accurately matched due to inaccurate or poor precision
of single-molecule localization, the adverse effects on accurate acquisition and precise matching of control points
when  using  randomly  distributed  fluorescent  beads  as  fiducial  samples  are  eliminated.  At  the  same  time,  a
second-order polynomial fitting based on local weighted mean is used for estimating the transformation model
parameter  to  better  adapt  to  the  existence  of  local  nonlinear  deformation  between  different  channels.  The
results show that using this method only requires three iterations to find and eliminate control point pairs that
are not accurately located and matched, thereby achieving more accurate transformation model parameter and
improving the registration accuracy by an order of magnitude, achieving a registration accuracy of about 6 nm
in a complex dual-channel single-molecule localization imaging system based on orthogonal astigmatism.

Keywords: single molecule localization, multi-channel imaging, image registration, elimination of mismatched
points
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