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摘要 利用计算机图像处理技术，对自然沉积 345和拉直 345分子 567图像的长度进行了自动
统计测量，并与 345分子的理论长度进行了比较。该方法在 345分子的 567图像的基础上，将
345分子拟合成曲线，用插值法求得 345 分子长度，整个过程实现了自动化。结果表明，该方法
测得自然沉积的某 345分子长度为（(*%’. 8 (1’ .）9:，与理论长度 (*,’ %9:相当符合。该方法与
拉直法和直接法求 345分子长度相比是一次改进，也为其它基于 567图像的线状物体求长度提
供了一种新的测量方法。对另一组拉直 345测量的结果表明：拉直后 345分子长度为（+.+’ 1 8
-%’&）9:，与理论长度 +%&’%9:相比明显变长，这表明对自然沉积 345进行长度测量的必要性，保
证了 345分子的长度不受拉直后有所伸长的影响。
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目前测量 345长度的标准的化学方法是琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶电泳法［(］，该方法可同
时对大量 345分子染色后进行宏观测量。但电泳法对大片段 345的长度测量不灵敏，而且
实验中用到的化学物质是有毒的。

发展单分子水平的生物大分子特性统计方法是当前科学研究的一个前沿，其中一个基础

性的研究工作是对 345分子的几何、物理状态作单分子水平上的统计测量［-］。这一工作对双
螺旋结构 345分子弹性模型［+］的建立以及空间构象［.］的研究具有重要意义。
原子力显微镜（5>?:@A 6?BAC 7@AB?DA?EC，567）是 *%年代中期新兴起来的原子级分辨率的

显微镜［,］，为单分子水平上测量 345长度提供了一个全新的方向。原子力显微镜有许多优
点，可以研究各种导电与非导电样品、能在液体条件下工作、可以提供高度信息、可进行无损成

像等，使得它一产生就被应用于生物学领域［1］。目前利用 567图像测量 345分子长度有两
种方法［&］：一种是将 345分子拉直后测量，另一种是沿自然状态下 345分子的走向测量。这
两种方法都是在 567 离线处理系统中沿着 345分子走向测量两点间距后相加而得。测量方
法是用手工操作将直线段代替曲线，结果比较粗糙，自动化程度较低；而单分子统计需要大量

的生物分子样品，手工操作速度太慢，误差太大，显然已经不能满足统计的需要。并且，在拉直

操纵的影响下，345分子有所拉伸，结果与 345的自然长度有明显差异。
通过计算机编程对实验数据进行自动处理近年来已十分普遍。如何从复杂图像中提取有
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用的数据，近年来成为对图像数据进行处理的热点之一［!，"］。因为对于一般的实验数据，无论

是数据矩阵，亦或是数据向量，都可以直接进行运算；而图像实验数据需要进行复杂的预处理

才能从中提取有用的信息。将图像数据中有用信息向量化是图像数据预处理的重要一步［"］，

如本文中介绍的细化、寻找起始点和关键点，都是为了将图像实验数据中有用的信息（#$%分
子的中轴）向量化，都可以归为数据的预处理过程。而其中的数据处理（求长度）过程倒非常简

单。

&’()’*（&’(+,- )’*.+’(.+/）语言是近年来十分流行的一门主要用于科学计算的语言。特别是
它具有图像处理工具箱（,0’12 3+.4255,61 (..)*.-），能对图像进行整体的形貌处理［78］。但将图
像数据矩阵中的有用信息向量化的技术还不成熟，直接对 #$%分子图像数据向量化的计算还
不多见。本工作在这方面进行了探讨，应用 &’()’*语言编程，实现了 #$%分子图像数据的向
量化，对自然状态下 #$%分子的长度进行了自动统计。
目前，在物体测量方面可以通过二维空间中一簇点拟合一条曲线。例如对一个曲线型物

体的细化骨架拟合一条中轴，但这种拟合受到某种限制，就是只能对单调向量进行拟合，也就

是对任意的图像 9（-）必须是单调的，这可能会妨碍拟合曲线恰当的穿过中轴所在点［!］。作者
认为，首先将采样点向量化，可以避免这种缺陷。

基于 %9&图像的计算机统计测量，只要 %9&图像的分辨率足够，就可以对任意 #$%分子
进行测量。更重要的是，该方法是基于单分子水平的统计测量，可以在单分子水平上对 #$%
提供更为详尽的描述，这是该方法不同于电泳法的主要特点，为在单分子水平上研究 #$%分
子提供了一种有力的工具。

7 材料与方法

! "! #$%分子的 %&’图像获取
新剥离的云母表面用 7:的 %;<=> 试剂处理 ?0,6，水冲洗后空气吹干。自然沉积样品

#$%长 @AA*3，通过 ;BC技术扩增后经纯化得到；拉直样品 #$%长 "8D*3，也是通过 ;BC技术
扩增后经纯化得到。两种样品 #$%均用 <=缓冲液（A800.) E F <+,5 G HB)，700.) E F =#<%，3H!I
8）稀释为 D61 E!F备用。
取 ?!F上述 @AA*3长的 #$%，滴于 ;’+’膜上，将约 740? 大小的 %;<=>处理过的云母片覆

盖于上面，静置 ?0,6，然后用水冲洗云母表面，空气吹干。
长为 "8D*3的 #$%由改进的分子梳方法拉直于云母表面［77］。
实验仪器为美国 #,1,(’)公司生产的 $’6.54.32 " %9&系统，样品由轻敲模式 %9&成像，

所有操作均在大气条件下进行，实验结果为高度模式图像。仪器测量系统由标准样品标定，!
和 " 方向误差均不超过 D:。
! "( #$%长度的计算机统计处理
将 %9&图像以 <,JJ的格式输出到 3K.(.5K.3图像处理软件中。调节图像的灰度阈值，选取

恰当的阈值将图像二值化（二值化是指在 ;K.(.5K.3图像处理软件中，根据背景与图像的灰度
差异，选取恰当的灰度阈值，将图像与背景分开的一种图像处理手段）。利用编好的 &%<F%L
软件对图像中的 #$%进行识别，自动测量出每条 #$%分子的长度。
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! 实验结果

! "# $%&成像
用原子力显微镜获得的 "#$分子的 $%&图像见图 ’、!。图 ’ 为自然沉积样品 "#$的

$%&图像；图 !为拉直后样品 "#$的 $%&图像。

图 # 自然沉积 "#$的 $%&图像
%’("# ()*+, -*./0*112 3,4567.,3 "#$

图 ! 拉直 "#$的 $%&图像
%’("! ()*+, 58 6.0*7+9. "#$

! "! 图像处理
样品 "#$长度的统计分布如图 :—;所示。图 :为自然沉积 "#$长度频数分布图；图 <

为拉直 "#$长度频数分布图；图 =是自然沉积 "#$的长度分布曲线；图 ;是拉直 "#$长度分
布曲线。此次统计我们共取自然沉积 "#$ 样品 ’>>=条，拉直 "#$样品 :?’条。有关的统计
数据列于表 ’中。

图 ) 自然沉积 "#$频数分布
%’(") @,-+.9 376.07A/.75- 58 -*./0*112

3,4567.,3 "#$

图 * 拉直 "#$频数分布
%’("* @,-+.9 376.07A/.75- 58 6.0*7+9. "#$

从表 ’可知，自然沉积 "#$样品长度主要集中在（’B< C = D ’; C <）-)左右，"#$分子长度
频数分布曲线的半宽度为 ’; C<-)。过长和过短的 "#$都比较少。"#$的长度分布相对比较
集中，但与理论值 ’?= C>-)之间尚不能完全吻合。校正后的 "#$长度为（’?> C < D ’; C <）-)，与
理论值 ’?= C>-)符合得相当好，误差仅为 ! C=E。
拉直 "#$样品长度为（::= C? D !> CB）-)，校正值为 :<: C ;-)，与理论长度 :>B C >-)相比明
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显偏长，说明拉直操纵对 !"#长度有明显影响。

图 ! 自然沉积 !"#长度分布曲线
"#$%! $%& ’&()*% +,-*.,/0*,1(

20.3& 14 +&51-,*&+ !"#

图 & 拉直 !"#长度分布曲线
"#$%& $%& ’&()*% +,-*.,/0*,1(

20.3& 14 -*.6,)%* !"#

表 ’ 自然沉积 ()*和拉直 ()*统计数据
+,-./ ’ +0/ 1,2, 34 1/536#2/1 ()* ,71 628,#$02 ()* （(7）

统计量 8*6*,-*,26’ 56.67&*&.- 自然沉积（9::/5）!&51-,*&+ !"# 拉直 !"#（;<=/5）8*.6,)%* !"#
峰 值 >&6? @A:B9 ==9 BC
平均值 D&6( @ECB9 =F: B=
校正值 D1+,4,26*,1( @C< B: =:= BE
理论值 $%&1.&*,26’ ’&()*% @C9 B< =<A B<
半宽度 G6’4 H I,+*% @E B: F< BA
标准差 8*6(+6.+ +&3,6*,1( FE B= F; B<
误 差 J..1. K L FB9 @@ B;

从图 9、E中可以看到，无论是自然沉积 !"#样品，还是拉直 !"#样品，!"#长度频数分
布的最大值都大于平均长度，呈负偏态分布。

= 讨论

自然沉积 !"#分子的长度集中在（@A: B 9 M @E B :）(7之间，比理论值 @C9 B <(7偏小的原因
可能有：

（@）在将 !"#分子向量化的过程中，由于关键点的选取以 =个象素为步长，所以起点选取
和终点确定都可能造成误差，而且这种误差只可能导致 !"#分子长度的计算值小于其实际长
度。但对终点确定而言，这种误差是可以修正的。确定终点时有三种可能：!终点的确定与
!"#分子的末端恰好重合，这时就关键点的选取而言正好取到了 !"# 分子的实际长度，不造
成误差；"终点的确定与 !"#分子末端相差一个像素；#相差两个像素。后两种可能因终点
与 !"#分子末端的差距小于步长（=个像素），这种差距无法在关键点的选取中体现，从而被
舍弃，这是不合理的。根据概率论的基本原理，这三种情况出现的概率是相同的。因此，用该

方法测量 !"#分子长度时，在终点确定上，计算值平均比实际长度小一个像素（9 B ;(7）。考虑
到 !"#终点确定的影响，矫正的 !"#长度为（@C< B : M @E B :）(7，而理论值为 @C9 B <(7，误差缩
小到 F B9L。这说明程序中端点长度的矫正对结果中的误差有很大程度的修正作用。
（F）#ND成像时，样品 !"#本身的小的卷曲、折叠，由于受仪器分辨率的限制，#ND成像
后无法显示这种形变，导致计算机测量长度偏小。这也是该方法在测量 !"#长度方面受仪器
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分辨率的限制而无法避免的缺点。

拉直后 !"#分子长度明显变长，说明拉直操纵对 !"#长度有明显影响。这从另一角度
说明对自然沉积 !"#进行长度测量的必要性，保证了 !"#分子的长度不受拉直后 !"#有所
伸长的影响。

从图 $、%中可以看到，无论是自然沉积 !"#，还是拉直后 !"#，!"#长度频数分布的最大
值都略大于平均长度，!"#长度频数分布呈负偏态。从统计学角度讲，样品 !"#的折叠对长
度的影响应当是随机的，只能影响到平均值和标准差，而不应改变样品的分布状态。!"#的
长度频数分布不对称的原因还有待于进一步探讨。

& 结论

（’）基于 #()图像的自动统计方法实现了 !"#长度测量的自动化。统计结果表明，用该
方法测得的 !"#分子长度与理论长度相当符合。同时该方法也为其它基于 #()图像的线状
物体求长度提供了一种新的方向。

（*）统计结果表明，无论是自然沉积 !"#样品，还是拉直 !"#样品，!"#长度频数分布的
最大值都略大于平均长度，呈负偏态分布。
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