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摘要  增强单分子成像的信噪比(SNR)对单分子精细结构的识别和分辨率的提高具有重要意

义. 目前单纯依靠硬件技术的改善无法突破固有限制, 众多研究表明, 图像处理技术是进一步

提高单分子成像 SNR的重要方法. 原子力显微镜(AFM)的单分子成像具有独特优势, 至今还未

有利用图像处理方法改进低信噪比单分子图像的报道. 本文以单个 DNA 分子为典型样品, 针

对操纵及弹性研究等方面的独特研究基础, 以时间平均法替代电子显微镜等技术中针对可重

复形态制样的单分子的分类平均法, 对单个DNA分子的AFM时间序列图像采用图像配准和时

间平均方法, 有效改善了图像的信噪比, 能够恢复背景中与噪声量级相当的信号. 结合其他技

术, 本方法可实现图像精细结构的进一步解析和识别应用, 有望在 AFM 单分子操纵中起到重

要作用. 本文描述的基于图像配准和信噪比评估的方法具有普适性, 可应用于 AFM 成像质量

及状态的定量评估表征中. 
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应用单分子成像技术实现单个生物分子的结构

解析和功能研究具有重要的科学意义[1~4]. 至今为止, 

研究人员已经发展了多种先进的显微成像方法实现

单 个 生 物 分子 的 成 像 , 近 来 更 是 不断 取 得 显 著突

破[5~8]. 单分子结构解析面临的重要技术挑战是其成

像可达到的信噪比(SNR)[9,10], 增强信噪比是单分子

成像研究的关注内容之一[3,9]. 相关的一些研究内容

已经表明 , 除了硬件技术的改进 , 图像处理方法是

进一步突破硬件成像极限、改善单分子图像信噪比、

获得超高分辨的重要方法[3,10,11]. 典型的方法如 Klug

以及发展的物体三维结构高分辨重构图像处理技术

在发展晶体电子显微学及核酸-蛋白质复合体的晶体

学结构方面有卓越贡献[10~12]. 由于成像技术、样品制

备、仪器设备、成像条件和数据分析等方面的需求, 

至今为止, 研究人员在电子显微镜、X-ray 以及共聚

焦显微镜等领域 , 已经针对性发展了多种图像处理

技术, 以改善仪器的分辨率并实现定量分析[13].  

20 世纪 80 年代发展起来的原子力显微镜(atomic 

force microscopy, AFM), 适用于直接观测 3D 表面结

构. 由于其在成像环境(真空/空气/液体)和分辨率上

的优势, 目前已经成为广泛使用的单分子探测(结构/

操纵)的基本方法之一[14~18]. 目前, AFM 在单个生物

分子成像方面还存在分辨率不足的问题 . 当前 , 人

们集中于改善 AFM 仪器系统的固有缺陷, 主要包括

针尖的形状和大小[19~21]、系统热漂移和热扰动[22~25]、

扫描管的 creep/迟滞效应、仪器电子学系统的设计

等 [26,27]方面 , 相关研究在一定程度上增加了实验测

量的稳定性和可靠性 . 但是 , 单纯的硬件和测量方

法的改造仍然无法突破一些固有限制(如分子无规则

热运动)造成的实验测量误差. 因此借鉴其他显微成

像中的图像处理方法是可能的途径之一 . 在电子显

微镜技术研究中 , 引入图像分类叠加法 , 将同种生

物分子独立个体的各种形态进行分类叠加 , 获得了

高信噪比的平均像(当叠加数为 M 时, 图像能谱信噪
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比增加 M 倍 )[28], 进而得到超高分辨三维重构结

构[29]. 同样地, 这种方法也已经应用于提高 AFM 图

像的信噪比 . 例如 , 图像相关平均法已经成功地应

用于规则排列的蛋白分子 AFM 成像研究中[17,18,30], 

并获得了密排列的蛋白分子的 AFM 高信噪比精细结

构. 但是, 对于单分散制备在衬底上的 DNA 分子, 

难以获得衬底上形态完全相同的 DNA 分子, 因而无

法应用上述分类平均法, 也未见相关适用的提高信

噪比图像处理方法的报道.  

我们一直关注于应用 AFM 实现单个 DNA 分子

的精细结构、力学性质及其识别和操纵的研究, 已经

发展了满足不同需求的单分散制备 DNA 分子的方

法、单分子径向弹性性质的研究方法, 以及长时间实

时操纵单个 DNA 分子的研究方法[31~35]. 研究表明, 

DNA 分子本身在设定的成像环境下能够保证状态不

变 , 因此增加每一点的采样次数能够提高信噪比 . 

但是, AFM 系统中的热漂移使针尖的高精度原位数

据采集难以实现 , 增加帧扫描时间不能改善图像分

辨率, 反而会降低 X/Y 方向分辨率, 同时引起图像几

何畸变效应的增强. 因此, 我们借鉴 EM 中广泛应用

的图像配准方法 , 以时间平均替代分类平均 , 针对

性地发展了改善单个 DNA 分子 AFM 图像信噪比的

方法: 在稳定漂移状态下采集时间序列 AFM 图像, 

以图像配准方法计算成像中的漂移状态 , 进而寻找

热漂移后的时间序列图像之间的重叠部分以图像平

均法提高信噪比 , 并采用基于相似度的信噪比分析

方法定量分析成像统计噪声 . 该方法显著提高了单

个 DNA 分子图像的信噪比, 能够恢复背景中与噪声

量级相当的信号 , 有望在相关的高分辨率结构识别

和纳米操纵等应用研究中发挥重要作用.  

1  材料与方法 

λDNA (450 ng/μL)购自华美生物工程公司, 针

尖 NSC11 (力的常数为 48 N/m, 共振频率 300 kHz 左

右). 实验用水为经过 Milli-Q 滤水器的去离子水, 电

导率为 18.2 MΩ.  

用 10 mmol/L 的 Ni(NO3)2 溶液修饰新鲜剥离的

裸云母衬底, 取 5~10 μL 浓度为 10 ng/μL 的稀释后

DNA 分子溶液以分子梳技术将 DNA 制备在 Ni+云母

衬底上, 该方法制备的 DNA 样品能够很好固定在衬

底上且不易受成像因素而发生变化.  

AFM 图像采集使用 Veeco Instruments 公司产品

(Nanoscope IIIa), 选择动态模式 AFM (也称为轻敲

模式/振幅调制模式 AFM)进行成像. 在漂移稳定的

情况下, 选择合适的 DNA 分子片断, 连续采集同方

向扫描(避免扫描管的迟滞效应[23])的 49 幅时间序列

DNA 分子.  

2  图像处理算法 

(ⅰ) 图像分割. 采用基于空间域聚类分析的最

大类间方差阈值分割法(ostu method)[36]实现对 DNA

图像的分割, 进而对采集数据进行 Z 方向离线自动

漂移校正.  

(ⅱ) 图像配准. 热漂移是 AFM 测量或操纵系统

中首先需要考虑解决的问题[22~25]. 在开环 AFM 系统

中 , 由于热漂移和压电驱动器的滞后效应 , 连续几

个小时内连续采集的 AFM 图像之间通常有较大的漂

移 . 当前多数的闭环系统能够减小但不能完全消除

热漂移 , 因此 , 通常情况下需要首先对时间序列的

AFM 图像进行配准, 消除定向漂移, 才能进一步进

行 AFM 图像的时间平均.  

实际情况下, AFM 的漂移不仅仅引起采样图像

之间在 X, Y 方向上的漂移, 通常还会引起图像本身

的形变 , 需要采用非几何变换的配准方法来消除图

像之间由于漂移而带来的影响 , 该方法通常很难实

现 . 通过控制实验环境 , 并在采样之前经过长时间

的热稳定, 在此条件下, 连续采集图像, 可认为图像

之 间 只 发 生了 平 移 变 化 . 利 用 基 于 相 似 性 测 度方

法 [28,37]对图像进行初步平移配准 . 基于相似度的基

本归一化 cross-correlation 配准算法如下, 其中 p(i,j)

为相似系数, R 和 S 是扫描图像在 X, Y 方向上的扫描

像素数. 如果 p(i,j)达到最大值, 那么 i 和 j 可以分别认

为是图像 g2 相对于图像 g1 在 X 和 Y 方向上的漂移.  

1 1 2 2
1 1
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1 1 2 2
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(1) 

我们使用快速归一化算法[38]提高配准算法的漂

移计算速度. 经由配准计算的漂移速率是当前图像

采样状态的表征值之一, 表征采集图像的畸变情况, 

畸变小且相同的图像才适用于后续时间平均处理 . 

基本的 cross-correlation 方法已广泛用于热漂移的实

时计算及补偿控制 [22~25,39], 但是配准精度有限 ; 对

于实验采集的数据 , 在离线情况下进一步采用无参
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考图像的迭代配准方法[30,40]避免 DNA 分子参考图像

信噪比过低的影响, 提高配准精度.  

(ⅲ) 时间平均. 在实验中, 我们连续采集 M 幅

静态 AFM 图像, 假设这些图像在成像过程中: (1)本

身没有发生任何变化; (2)采集的图像由于漂移造成

的畸变相同; (3)仅包含随机噪声, 附加噪声具有零均

值且互不相关. 那么采用时间平均方法理论上能够在

不降低信号的基础上, 图像的信噪比提高 M 倍[37].  

(ⅳ) 能谱信噪比(SNR)计算. Cross-correlation 方

法[37]是广泛应用于电子显微镜中的一种 SNR 估计方

法. 实验中可以假设成像过程是静态的, 同时假定:  

(1) 不同时刻获得的图像具有相同的统计特性; 

(2) 获得的图像由信号σs 和不相关的零均值噪

声σn 组成. 

则配准后图像的能谱信噪比 SNR 估计值可由下

式得到 

2

2SNR
1

s

n

p
p

σ
σ

= =
−

,           (2) 

其中, p 为由方程(1)计算的两幅图像的相似系数, 2
sσ

和 2
nσ 分别为信号和噪声方差. Cross-correlation 方法

是一种适用于实时图像信噪比评估的方法, 但是对于

平均数据只能估计 M/2 幅数据平均后的信噪比. 对于

M 幅图像的信噪比我们采用 SSNR 统计方法[41]计算.  

3  结果与讨论 

图 1(a)自左往右显示的是连续采集的同方向扫

描的 49 幅时间序列 DNA 分子中的第 2, 22 和 48 幅

图, 每幅图的采集时间为 2 min, 采样间隔为 191/256 

nm = 0.75 nm. 由图 1(a)可以清楚地看出时间序列图

像之间存在明显的漂移. 图 1(b)是由无参考迭代图

像配准算法计算的漂移时前后两次配准之间的输出

误差, 可见第 7 次迭代时 X 和 Y 方向迭代输出误差均

为 0, 达到稳定配准. 但是我们需要注意到, 配准算

法本身的误差取决于原始图像的采样分辨率, 采样

分辨率越低 , 配准算法造成的误差越大 . 配准算法

的精度 , 将直接影响后续的时间平均叠加结果 . 在

本例中, 配准算法 X/Y 方向的误差在一个像素(本例

中约 0.75 nm)范围之内.  

图 1(c)是经由稳态配准后计算的 X 方向和 Y 方

向的漂移随时间的变化情况, X 方向和 Y 方向的漂移

均近似为线性, 由最小方差拟合可得 X 方向的漂移 

 

图 1  用基于相似度的无参考迭代图像配准算法计算的漂移 

(a) 采集的 49 幅时间序列 DNA 分子中的第 2, 22 和 48 幅, 每幅采集

时间 2 min, 扫描范围 191 nm × 191 nm, 像素 256×256; (b) 迭代配

准算法输出误差; (c) 由稳态迭代配准图像计算的 X/Y 方向漂移变化 

速率 xdrift ≈ 0.13 nm/min, Y 方向的漂移速率 ydrift 

≈ 0.52nm/min. 由于图像漂移近似线性且漂移速率

较小 , 每幅图像之间的畸变情况相似且畸变可表征

为: X 方向每像素的畸变 xdistortion ≈ 0.13 nm/min × 

2 min/256 = 1 pm/像素, 畸变率约 0.13%; Y 方向每像

素的畸变 ydistortion ≈ 0.52 nm/min × 2min/256 = 4 

pm/像素, 畸变率 0.5%. 由于漂移呈线性且畸变率低, 

适用于直接进行时间平均算法; 在畸变过大的情况

下 , 理论上可以进行额外修正校正图像畸变 [42], 但

是过于不稳定的成像状态可能造成校正效果不佳. 

图 2 为 DNA 分子的配准效率与表面随机噪声分

析. 图 2(a)为由 cross-correlation 方法估计的不同数

量图像平均后的 SNR 曲线. 由图中拟合结果可见, 

信噪比曲线呈现良好的线性关系, 系统的整体随机

噪声随着平均图像数量的增加正比减小, 表明原始

图像之间具有良好的相似性, 使用的迭代配准算法

具有高精度和有效性 . 我们可以由 2 幅原始图像

cross-correlation 方法定量计算出单幅图像的信噪比

约为 4.16, 整体噪声σn ≈ 0.061 nm; 而由 SSNR 方法

表征 49 幅 DNA 图像平均后的信噪比约为 207.7, 整

体噪声σn≈0.009 nm, 信噪比提高了约 49 倍, 符合

理论预期. 图 2(b)左图为由 49 幅配准后的 DNA 分子

AFM 图像计算的每一点的随机噪声分布图(即标准

方差图), 显示 DNA 分子表面的随机噪声大小并非 
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图 2  配准效果的 SNR 分析及随机噪声的表面梯度相关性 
(a) cross-correlation 信噪比分析结果, 纵轴为信噪比, 横轴为平均的

图像幅数, ‘*’和直线分别为计算和拟合结果, 线性 SNR 表明数据相

似度良好且配准精度高. (b) 表面随机噪声与拓扑结构梯度相关. 左

图为由 49 幅 DNA 分子配准图像计算的表面方差, 即表面随机噪声分

布图, 衬底随机噪声 0.04 nm, DNA 上梯度高的部分噪声约为 0.09 nm; 

右图为 49 幅图像平均后的 DNA 分子的表面梯度图 

完全相同 , 而是与样品表面梯度相关(右图). 在无

DNA 的平坦衬底部分, 随机噪声大小约为 0.04 nm, 

而 DNA 分子上梯度较大部分, 随机噪声增长至约为

0.09 nm, 增加近一倍. Stark 等人[43]已经阐述过成像

的固有误差与表面梯度相关 , 而本研究分析表明 , 

AFM 图中的随机噪声同样与表面梯度相关: 梯度小, 

扫描管移动速度小, 成像较稳定, 随机噪声小; 梯度

大 , 扫描管移动速率大 , 成像不稳定 , 随机噪声大 . 

经 49 幅平均后, 衬底与 DNA 上的噪声均减小约 7 倍, 

分别为 0.006 nm 及 0.013 nm. 目前 AFM 在 Z 方向的

分辨率约为 0.1 nm, 与噪声的量级相当, 对于普通的

无规则结构, 由于噪声量级接近 0.1 nm, 故图像很难

真正达到 0.1 nm 的 Z 方向分辨率; 平均后的噪声分析

表明随机噪声方差缩小, 远小于 0.1 nm, 故 AFM 图

像在垂直方向上能够达到 0.1 nm 以下的分辨率. 

图 3 为 DNA 分子时间平均结果与分析. 图 3(a)

为不同数量图像配准叠加后的结果, 自左往右分别

为原始图像、16 幅图像平均和 49 幅图像平均的 AFM

图. 比较图 3(a)中平均后的 DNA 分子的图像与原始

图像, 由于噪声的降低, 图像信噪比明显提高, 特别

是背景中已经随平均图像数量的增加逐渐显示出一

些原始图像中未出现的明显结构(图 3(a)箭头所示). 

图 3(b)为图 3(a)3 幅 AFM 图中的白线对应部分的截

面图. 由截面图明显可见: (ⅰ) DNA 分子原始图像

由于形变、制样、成像等原因信号较低, 仅为 0.3~0.4 

nm, 与 DNA 分子上的噪声量级相当; (ⅱ) 图像的信

号部分(DNA 部分)基本没有随图像平均数量的增加

而变化 , 但是图像的噪声不断减小 , 背景噪声得到

了明显的抑制 , 信噪比显著提高 , 有利于结构参数

(尤其是高度)测量的准确性; (ⅲ) 原始图像中样品表

面背景部分呈现的主要是 0.1 nm 左右的无规则波动

信号 , 但是经由时间平均以后的截面图上明显显示

出原始图像中实际上存在与噪声量级相当的微弱信

息 . 由此可见 , 噪声是影响单分子图像结构信息的

一个重要因素 , 而图像平均法能够解析出淹没在噪

声中的微弱信息, 提高图像的信噪比. 此外, 16 幅平

均图像和 49 幅平均图像的截面图信息也显示参与图

像平均的数量并非越多越好 , 当图像达到一定的信

噪比之后 , 可解析的结构就不再变化了 , 平均的数

量主要影响的是定量分析的测量误差. 

对于 DNA 分子, 当前单纯的图像平均法虽然提

高了其 AFM 图像的信噪比, 还未观察到 DNA 分子

上的明显结构, 这与 DNA 分子的形变以及针尖有限

形貌使 XY 方向分辨率的降低有关. 近年来, 振动模

式扫描极化力显微镜(VSPFM)在研究生物分子的结 

 

图 3  DNA 分子图像的时间平均叠加分析 
(a)自左往右分别为: 原始图像、16 幅平均图像以及 49 幅平均图像, 

箭头指向部分为随着平均图像数量的增加背景上逐渐出现的一些信

息; (b) (a)中 AFM 图中白线处对应的横截面图 
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构以及力学性质上已经有了很大的突破 , 但是部分

成像数据处于弱信息成像状态 , 信噪比非常低 , 影

响了此方法对于生物分子无形变状态结构的重构 . 

本文中发展的图像平均法适用于弱信息的提取, 因

此结合 VSPFM[31,32,44]以及当前在针尖形貌测量上的

研究进展[19,21], 进一步开拓图像处理技术在 AFM 中

的应用将在单分子精细结构重构以及 DNA 操纵中起

到重要作用 . 此外 , 纳米尺度的精确测量与定量评

估表征已经受到越来越多的关注[45,46], 当前对 AFM

成像的定量评估也还处在起步探索阶段 , 本文发展

的图像处理算法在成像状态定量评估上也具有普适

性 , 对 于 漂 移 (xdrift/ydrift)、 畸 变 程 度 (xdistortion/ 

ydistortion) 、 成 像 噪 声σn 以 及 能 谱 信 噪 比 SNR= 
2 2/s nσ σ 的表征计算方法有助于 AFM 测量结果的定量

比较.  

4  结论 

本文以 DNA 分子为例, 发展适用于提高单分子 

信噪比的图像处理方法. 针对 DNA 分子在制样和弹

性研究等方面的基础及特性, 应用图像配准和 SNR

分析方法分析了样品表面噪声的统计特性 , 发现样

品表面的噪声与表面梯度相关; 在此基础上利用时

间平均方法明显提高了低信噪比单个 DNA 分子

AFM 图像的信噪比, 当前已经能够解析出背景中淹

没在噪声中的 0.1 nm 以下的结构, 改善了 DNA 分子

Z 方向的分辨率. 而本文中对漂移、畸变以及信号噪

声相关的信息的表征方法则适用于 AFM 成像状态的

定量表征和测量结果定量比较.  

但是 , 单个生物分子结构的精确解析的局限性

不仅仅来自 Z 方向的噪声, 还来自针尖卷积效应对

X/Y 方向分辨率的降低以及成像力造成的形变. 在本

文研究的基础上结合 VSPFM[32,47]及去卷积方面的进

展 [19,21], 进一步开拓图像处理方法的应用 , 将有望

在单分子精细结构解析中有所突破, 而且能提高包

括分子手术在内的单分子纳米操纵领域的研究和应

用水平. 

致谢 感谢上海交通大学分析测试中心的支持.  
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