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冷冻电镜单颗粒三维重构密度掩模的
自动生成方法研究*
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（清华大学生命科学学院，北京 100084）

摘要 冷冻电镜单颗粒三维重构技术是用来解析生物大分子三维结构的常用方法 . 然而目前在单颗粒三维重构过程中，溶剂

平滑操作还存在一定缺陷：没有一款主流的单颗粒三维重构程序能够自动寻找掩模（mask）三维密度图，使得三维重构过

程难免受到噪音统计学模型计算偏差的干扰 . 为解决这一问题，本研究借鉴X射线晶体学中解析优化相位所广泛采用的溶剂

平滑方法，采用高斯滤波、坎尼边缘检测、最小误差阈值处理等方法处理重构所得三维密度图，优化溶剂平滑操作，发展

在单颗粒三维重构过程中自动寻找mask三维密度图的方法 .运用三维密度图傅里叶壳层相关系数（fourier shell correlation，

FSC）曲线图、模拟颗粒数据重构角度误差散点图等指标评估此方法的效果 . 结果表明，自动寻找mask密度图的方法能够

较好地找到涵盖分子结构信号区域的mask密度图，较为明显提高三维重构所得密度图分辨率 .
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结构生物学领域中，冷冻电子显微镜技术

（cryo electron microscopy，cryoEM），特别是单颗

粒冷冻电子显微镜（single particle cryoEM）技术，

近几年发展迅速，并且因其无需获得蛋白质晶体、

所需蛋白质样品量少、三维重构时不存在求解相位

问题等相对于X射线晶体学的巨大优势，解析生物

大分子数量和分辨率不断提升，已经成为结构生物

学领域解析生物大分子结构非常重要的方法［1-3］ .

在单颗粒冷冻电子显微镜的三维密度图重构方

法中，贝叶斯方法拥有巨大优势且为目前采用最为

广泛的三维重构参数优化方法，其主要为通过引入

计算噪音的统计学模型，在三维重构的过程中，通

过多轮迭代，寻找每个颗粒三维重构最佳的

参数［4-8］ .

RELION［9］为目前单颗粒三维重构所广泛采用

的软件之一［10］，其也采用贝叶斯方法进行三维重

构，搜索每个颗粒的最佳三维重构欧拉角 .

RELION程序在完成每一迭代轮三维重构之后，会

进行溶剂平滑操作（solvent flattening），优化重构

所得三维密度图，增强信号区域所占比重 . 目前溶

剂平滑操作主要采用两种方法：a. 程序设定一个固

定半径的球体，球体内部为分子区域，保留信号，

球外面的溶剂区域，设为0；b. 人为提供一个固定

的 mask 三维密度图，在每一轮重构的最后，将

mask密度图叠加至重构所得三维密度图，只保留

三维密度图对应mask内部区域的图像信号，将其

所对应的mask外部区域的灰度值抹平为0.

溶剂平滑操作最早应用于X射线晶体学在相位

解析和优化过程，是其密度图修正 （density

modification）方法中非常重要的手段，溶剂平滑

操作通常和直方图匹配方法（histogram matching）、

非晶体学对称平均、直接法、最大熵法等密度图修

正方法联合采用来解析和优化相位［11-15］，且其能
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根据已经搭建的原子模型和电子云密度图自动寻找

掩模（mask）密度图，将mask密度图外部的区域

认定为溶剂区并将其灰度值设定为0［16］ .

但是，目前在RELION软件的三维重构的溶剂

平滑操作中，还无法像X射线晶体学中的相位优化

方法一样，在每一轮三维重构过程结束之后，根据

当前重构所得三维密度图，自动寻找mask三维密

度图，并消除分子结构信号区域外的噪音，这就为

颗粒噪音模型的计算带来一定的偏差，对每个颗粒

三维重构最优欧拉角的计算搜索造成一定偏差，最

终对重构所得三维密度图分辨率的提升产生不利

影响 .

本研究借鉴X射线晶体学相位优化中溶剂平滑

方法和直方图匹配方法，优化RELION程序重构过

程中的溶剂平滑操作，发展在自动精修 （auto-

refine）三维重构过程中自动寻找出能够较好覆盖

分子信号区域的mask密度图方法，帮助提升三维

重构密度图的分辨率 .

1 材料与方法

1.1 EMDB发表的三维密度图

选取EMDB［17］数据库中 4个已经发表的高分

辨率，即3.0Å以内的三维密度图，EMDB ID分 别

为8 743［18］、 4 243［19］、 4 116［20］、7 039［21］，对其

采用本研究发展的自动寻找 mask 密度图的方法，

自动寻找mask三维密度图 .

1.2 三维重构测试采用的数据集

优化RELION程序的自动精修三维重构过程的

溶剂平滑操作，并根据重构所得三维密度图自动寻

找mask密度图，主要采用以下原始单颗粒数据进

行自动精修三维重构测试 .

1.2.1 中低分辨率的数据

采用EMAN2软件［22］发布时的workshop中所

采用的分子伴侣家族GroEL蛋白单颗粒原始数据 .

经过EMAN2程序的自动精修三维重构过程，所报

告的分辨率为 8.4 Å，由X射线晶体学解析结构计

算 所 得 傅 里 叶 壳 层 相 关 系 数 （fourier shell

correlation，FSC）曲线值为0.5的分辨率为8.7 Å.

1.2.2 高分辨率的数据

整 体 分 辨 率 为 4.1 Å 的 耻 垢 分 枝 杆 菌

（Mycobacterium smegmatis） 核 糖 体 （Smeg

ribosome）整体结构［23］的原始单颗粒冷冻电子显

微镜照片数据 .

整体分辨率为 3.8 Å 的红藻（Cyanidioschyzon

merolae）附带有 3根天线分子的光系统Ⅰ-捕光复

合物复合体 （PSⅠ-LHCR supercomplex with three

Lhcr antennae attached，PSⅠ-3Lhcr）整体结构［24］

的原始单颗粒冷冻电子显微镜照片数据 .

1.3 使用软件

单 颗 粒 冷 冻 电 子 显 微 镜 三 维 重 构 软 件

RELION1.4［9］；数字图像处理C++库 ITK［25］ .

1.4 实验方法

1.4.1 三维重构密度图自动寻找mask密度图的

方法

调用 ITK数字图像处理库，对重构所得三维密

度图采用高斯平滑滤波消减高频噪音，并计算平滑

后三维密度图的灰度分布直方图，同时结合

minimum error thresholding［26］ 、 Otsu

thresholding［27］、Canny 边缘搜寻［28］、watershed 分

割［29］等方法，搜索得到mask二值密度图，并对所

得 mask 密度图进行边缘扩展（edge extension）及

软化（soft edge），产生最终的mask密度图 .

1.4.2 RELION软件自动精修三维重构过程的改进

方法

在自动精修最后一轮前的每一轮迭代过程中溶

剂平滑操作中，对当前轮重构所得三维密度图采用

前文1.4.1部分中自动寻找mask密度图的操作，将

搜索得到的mask密度图加到当前自动精修重构所

得三维密度图上，仅保留mask密度图边缘之内的

三维密度图灰度值，产生自动精修三维重构过程下

一迭代轮的参考（reference）三维密度图 .

1.4.3 模拟（simulate）投影颗粒数据以及三维重

构方法

从PDB数据库［30］中获取蛋白质分子的三维原

子模型，GroEL和 Smeg ribosome数据对应的原子

模型分别为1XCK［31］和5XYI［32］，使用EMAN2转

换为三维密度图，并调节功率谱（power spectrum）

尺度和自动精修所得三维密度图功率谱一致；将由

原子模型产生的三维密度图，依照对应原始颗粒数

据自动精修最终计算所得三维重构概率最大的欧拉

角，采用RELION中的投影（project）功能，进行

投影，并按照自动精修计算所得噪音模型加入高斯

随机噪音，得到和原始颗粒数据相同数量的投影模

拟颗粒数据；再对模拟所得颗粒数据采用如前所述

普通的和自动寻找mask密度图的自动精修三维重

构方法，进行三维重构操作，并计算每个颗粒数据

三维重构最终搜索重构欧拉角和投影欧拉角之间的

误差 .
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1.4.4 初始模型错误情况下RELION自动精修三维

重构过程实验方法

采用非球形样品数据，即红藻捕光复合物原始

单颗粒冷冻电子显微镜照片数据，作为此步实验的

数据 .

采用 EMAN2 生成直径为 240 Å （刚好能将整

个复合物全部覆盖）的球形三维密度图（球体内部

值为1，球体外部值为0），作为自动精修三维重构

过程错误的初始模型，提供给RELION的自动精修

程序，并对实验所用数据采用如前所述的普通自动

寻找mask密度图的自动精修三维重构方法，进行

三维重构操作 .

2 结果与分析

2.1 EMDB发表高分辨率三维密度图寻找mask密
度图结果与分析

选取EMDB中已发表的高分辨率三维密度图，

以及自动寻找得到的mask三维密度图的结果如图1

所示 .

图1a为β半乳糖苷酶数据重构所得三维密度图

及自动寻找得到的mask密度图，该分子为同源四

聚体，形成D2对称性复合体结构，单颗粒重构报

告分辨率为2.2 Å，且由重构所得三维密度图可见，

复合体整体形状较为规则，形成近似菱形体形状的

结构；图 1b为人 80 S核糖体数据所得三维密度图

及自动寻找所得mask密度图，该分子为大小亚基

所组成的复合体，为C1对称性结构，单颗粒三维

重构报告分辨率为 2.9 Å，密度图可见核糖体三维

密度图无论大亚基还是小亚基都呈现较无规则的形

状；图1c为人激动剂结合的GLP-1受体-Gs复合体

（agonist-bound human GLP-1 receptor-Gs complex）

数据所得三维密度图及自动寻找所得mask密度图，

该分子为5条链组成的异源五聚体，为C1对称性，

单颗粒三维重构报告分辨率为 3.3 Å，由重构所得

密度图可见，该分子复合体呈长棒状形状，两端略

扁，中间稍凸；图 1d 为兔肌肉醛缩酶 （rabbit

muscle aldolase）数据所得三维密度图及自动寻找

所得mask密度图，该分子为同源四聚体组成复合

体结构，为D2对称性，单颗粒重构报告分辨率为

2.6 Å，图中可见该分子复合体形状较为规则，呈

近似于稍微扭曲的方形 .

综合图 1 自动寻找 mask 密度图结果，对于所

选取的 EMDB 数据库中高分辨率三维密度图，无

论是对称性较高的D2对称性的密度图，还是没有

对称性的C1对称性密度图，自动寻找mask密度图

方法，能够较为准确地找到分子结构的边缘区域及

核心的分子结构信号区域，将三维密度图中的分子

结构信号区域基本上完全涵盖 . 但是，因为分子某

些运动性较强的结构域或者末端柔性较强的区域，

其重构三维密度图部分区域信号较为模糊，信噪比

较低，自动寻找mask密度图的方法所得到的mask

密度图无法将这些区域很好地覆盖 .

2.2 原始颗粒数据自动精修三维重构结果与分析

颗粒数据经过自动精修三维重构过程后，三维

重构报告FSC曲线如图2所示 .

GroEL原始单颗粒数据经过自动精修三维重构

之后，报告分辨率为7.8 Å，使用自动寻找mask密

度图方法进行自动精修三维重构之后，报告分辨率

为 7.3 Å，在 RELION 程序自动精修三维重构过程

进入局部精修过程（local refine）后，采用固定不

Fig. 1 Selected EMDB database released high resolution
density map and corresponding automatically searched

mask map
Density map in gray color is selected EMDB released high resolution

density map displayed at recommended contour gray level. Density

maps shown in pink grid shape are corresponding soft mask map，

generated by auto-mask method reported in this paper. （a） EMD-

4116 3D density map and soft mask map generated by our auto-mask

method；（b） EMD-4243 3D density map and soft mask map

generated by our auto-mask method；（c） EMD-7039 3D density

map and soft mask map generated by our auto-mask method；（d）

EMD-8743 3D density map and soft mask map generated by our auto-

mask method.
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变的mask密度图三维重构的方法，报告分辨率为

7.8 Å. Smeg ribosome 原始单颗粒数据经过自动精

修三维重构，报告的分辨率为 4.1 Å，采用自动寻

找 mask 密度图方法进行自动精修三维重构之后，

报告的分辨率为 3.9 Å，在RELION程序的自动精

修三维重构过程进入局部精修过程之后，采用固定

不变mask密度图三维重构的方法，重构报告分辨

率为4.0 Å.

从图2的FSC曲线图中的绿色曲线以及最终的

报告分辨率可以看出：在自动精修三维重构过程中

采用自动寻找mask密度图的方法，相对于在自动

精修三维重构过程中不采用自动寻找mask密度图

的方法，能够比较明显地提升三维重构所得密度图

在FSC值为 0.143时的分辨率，即报告分辨率；在

RELION自动精修三维重构进入局部精修过程后加

入固定的mask三维重构方法，相对于不采用mask

密度图三维重构的方法，能够在一定程度上提升报

告分辨率；并且，自动精修重构过程中采用自动寻

找mask密度图的方法，相对于在局部精修加入固

定不变mask的方法，重构结果报告分辨率也略有

提升 .

从整体来看，无论是较低分辨率的 GroEL 单

颗粒原始数据，还是高分辨率的核糖体单颗粒原始

数据，通过自动精修三维重构过程所得 FSC 曲线

图，无论是低分辨率区间还是靠近FSC为 0.143的

较高分辨率区间，图2中的绿色FSC曲线中对应的

点及数值都较为明显地高于红色 FSC 曲线中的点

及数值，整体较为显著的高于红色 FSC 曲线；虽

然自动寻找mask密度图方法报告分辨率和局部精

修中加入固定的mask密度图方法报告分辨率非常

接近，但从整体上看，绿色 FSC 曲线相对于深蓝

色FSC曲线略有提升 . 可见自动精修三维重构过程

中自动寻找mask三维密度图的方法，能够从低分

辨率至高分辨率提高随机分为两份的原始数据

（half sets）重构所得三维密度图的相关性 .

因此，从图2所示三维重构不同方法所得不同

FSC曲线图以及报告分辨率可见，在自动精修三维

重构过程中采用自动寻找mask密度图方法，从低

分辨率区域至高分辨率区域都能提高三维重构的精

度以及重构所得三维密度图的整体分辨率，并且相

对于在局部优化重构过程中加入固定的mask密度

图的方法，整体分辨率也略有提升 .

原始颗粒数据经过自动精修三维重构过程后，

PDB 中对应的原子模型和重构所得三维密度图之

间的FSC曲线如图3所示 .
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Fig. 2 Half sets reconstructed density map FSC curves of different three-dimensional reconstruction methods from original
particles dataset

（a） Half sets reconstructed density map FSC curves of GroEL original particles dataset after auto-refine process；（b） Half sets reconstructed

density map FSC curves of Smeg ribosome original particels dataset after auto-refine process. FSC curves in green color are from auto-refine

reconstruction process using auto-mask method of original particles dataset；FSC curves in red color are from auto-refine reconstruction process

using ordinary spherical mask method of original particles dataset；FSC curves in dark blue color are from auto-refine reconstruction process using

solvent mask，generated by our auto-discovering method，when RELION auto-refine process entered in local refine.
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GroEL原始单颗粒数据经过自动精修三维重构

之后，原子模型和三维密度图FSC曲线为 0.5时的

分辨率为 4.3 Å，在自动精修三维重构过程中采用

自动寻找mask密度图的方法，所得三维密度图和

原子模型FSC曲线为0.5时的分辨率为3.9 Å，对于

在自动精修三维重构的局部精修过程中加入固定的

mask三维重构方法，所得三维密度图和原子模型

FSC曲线为0.5时的分辨率为4.0 Å；Smeg ribosome

原始单颗粒数据经过自动精修三维重构之后，三维

密度图和原子模型 FSC 曲线为 0.5 时的分辨率为

2.9 Å ，自动精修三维重构过程中采用自动寻找

mask密度图的方法，所得三维密度图和原子模型

FSC曲线为0.5时的分辨率为2.8 Å，自动精修三维

重构中局部精修加入固定的mask密度图三维重构

方法，所得三维密度图和原子模型FSC曲线为 0.5

时的分辨率也为2.8 Å.

从图3所示的FSC曲线图及原子模型和三维密

度图FSC值为 0.5时的分辨率可以看到，采用自动

寻找mask密度图的自动精修三维重构过程，相对

于不采用自动寻找mask密度图的自动精修三维重

构过程，能够较为显著地提升原子模型和三维密度

图 FSC为 0.5时的分辨率 . 并且，无论在较低分辨

率区域还是较高分辨率区域，红色FSC曲线及对应

的数值均较为显著地高于绿色FSC曲线及数值，整

体较为明显的高于绿色 FSC 曲线；虽然红色 FSC

曲线及对应的数值和蓝色FSC曲线及对应数值非常

接近，而且自动寻找mask方法自动精修三维重构

方法相对于局部精修加入固定mask重构方法，原

子模型和密度图 FSC 为 0.5 时的分辨率是一致的，

但从整体上看，红色FSC曲线仍然相对于蓝色FSC

曲线略有改善 .

因此，图3所示FSC曲线图结果表明，自动精

修三维重构过程中采用自动寻找mask密度图的方

法，从低分辨率区域至较高分辨率区域，皆能提升

搭建原子模型和重构所得三维密度图间的吻合程

度，从而为后期原子模型的搭建提供更好的帮助 .

综合原始单颗粒数据经过自动精修三维重构过程的

结果，可以看出，不论中低分辨率的GroEL单颗粒

原始数据还是高分辨率的Smeg ribosome单颗粒原

始数据，在自动精修三维重构过程中采用自动寻找

mask密度图的方法，相对于普通的自动精修三维

重构过程，能够从低分辨率区域至高分辨率区域提

升三维重构的精度，重构所得三维密度图的整体分

辨率，并且提升所搭建的生物大分子原子模型和三

维重构所得密度图的吻合程度，进而能够更好地帮

助后续依据三维重构所得密度图的原子模型搭建；

而且，虽然自动寻找mask密度图方法相对于在局

部精修过程中加入固定不变mask的重构方法，报

告分辨率几乎一致，且三维重构密度图和原子模型

FSC 为 0.5 时的分辨率也几乎一致，但自动寻找
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Fig. 3 FSC curves of PDB model vs reconstructed density map by different auto-refine methods
（a） Atomic model against density map FSC curves after different auto-refine method of original GroEL particles dataset；（b） Atomic model

against density map FSC curves after different auto-refine method of original Smeg ribosome particles dataset. FSC curves in green color are from

auto-refine reconstruction process using auto-mask method of original particles dataset； FSC curves in red color are from auto-refine

reconstruction process using ordinary spherical mask method of original particles dataset；FSC curves in dark blue color are from auto-refine

reconstruction process using solvent mask， generated by our auto-discovering method，when RELION auto-refine process entered in local refine.
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mask的自动精修三维重构方法报告FSC曲线以及

结果三维密度图和原子模型FSC曲线均略有改善，

表明自动寻找mask密度图三维重构方法相对于在

局部精修过程中加入固定的 mask 三维重构方法，

对三维重构的精度、三维重构结果密度图的分辨率

以及密度图于原子模型的吻合程度均有一定程度的

提升 .

2.3 模拟单颗粒数据自动精修三维重构结果与

分析

模拟单颗粒数据自动精修三维重构过程后，三

维重构报告FSC曲线如图4所示 .

GroEL模拟颗粒数据经过自动精修的三维重构

过程，采用自动寻找mask密度图方法所报告分辨

率为6.6 Å，而不采用自动寻找mask密度图方法的

报告分辨率为 7.4 Å. Smeg ribosome 模拟颗粒数据

通过普通自动精修三维重构过程，报告分辨率为

4.6 Å，采用自动寻找mask密度图方法自动精修三

维重构报告分辨率为 4.4 Å. 并且，从图 4中的FSC

曲线可见，对于中低分辨率的 GroEL 模拟单颗粒

数据和高分辨率的Smeg ribosome的模拟单颗粒数

据，自动精修三维重构过程所报告的FSC曲线图，

无论在低分辨率区域还是在高分辨率区域，绿色

FSC 曲线整体均高于红色 FSC 曲线，即自动寻找

mask 密度图方法能够提高模拟颗粒数据重构的

FSC曲线，可见自动寻找mask密度图的方法能够

较为显著地提高从低分辨率区域至高分辨率区域的

重构精度 . 因此，在自动精修三维重构过程中采用

自动寻找mask密度图的方法，也能够较明显地提

高模拟颗粒数据从低分辨率区域至高分辨率区域的

重构精度以及重构所得三维密度图的整体分辨率 .

模拟颗粒数据采用不同方法的自动精修三维重

构过程计算所得重构欧拉角误差散点图如图 5

所示 .

从图 5 的三维重构欧拉角误差散点图可以看

出，自动精修三维重构过程中，自动寻找mask密

度图方法计算重构欧拉角误差小于普通自动精修三

维重构方法计算角度误差的模拟颗粒数，在GroEL

和Smeg ribosome的模拟单颗粒数据中，均超过模

拟颗粒总数的90%. 从图5a中可见：对于中低分辨

率的 GroEL 模拟颗粒数据，自动精修三维重构中

采用自动寻找mask密度图方法的欧拉角角度误差

集中于 0°至 3°；对于高分辨率Smeg ribosome模拟

颗粒数据，自动精修三维重构中采用自动寻找

mask密度图方法所计算的重构欧拉角角度误差集

中于 0°至 18°，且因为 Smeg ribosome 模拟颗粒数

量较多，有 57 162 个模拟单颗粒，加之 Smeg

ribosome分子仅有C1的对称性，可以明显看出普

通自动精修三维重构方法计算的欧拉角角度误差无

明显集中角度区间，较均匀地分散于 0°至 120°区

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Resolution/Å�1

FSC=0.143

FS
C 

ha
lf 

se
ts

: Auto mask method
: Ordinary method

: Auto mask method
: Ordinary method

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
Resolution/Å�1

FSC=0.143
FS

C 
ha

lf 
se

ts

(a) (b)

Fig. 4 FSC curves of half sets reconstructed density maps generated by different auto-refine methods of simulated dataset
（a） Half sets reconstructed density map FSC curves after process of different auto-refine methods of GroEL simulated particles dataset；（b） Half

sets reconstructed density map FSC curves after process of different auto-refine methods of Smeg ribosome simulated particles dataset. FSC curves in

green color are from auto-refine reconstruction process using auto-mask method of simulated projected particles dataset；FSC curves in red color are

from auto-refine reconstruction process using ordinary spherical mask method of simulated projected particles dataset.
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间内，并且普通方法的角度误差显著高于自动寻找

mask密度图方法的角度误差。

因此，不论对于中低分辨率的 GroEL 模拟单

颗粒数据，还是高分辨率的Smeg ribosome模拟单

颗粒数据，自动精修三维重构过程中采用自动寻找

mask密度图的方法，经过三维重构，最终搜索得

到的最大概率三维重构欧拉角和真实投影欧拉角度

的误差，显著小于自动精修三维重构过程中不采用

自动寻找 mask 密度图方法计算所得三维欧拉角

误差 .

通过 GroEL 和 Smeg ribosome 模拟单颗粒数

据，经过不同方法的自动精修三维重构过程计算所

得重构三维密度图分辨率、FSC曲线图和重构欧拉

角度误差散点图，可见自动精修三维重构过程中采

用自动寻找mask密度图的方法，能够提高原始颗

粒数据在自动精修三维重构过程中三维重构欧拉角

搜索的准确性，从低分辨率区域至高分辨率区域提

高三维重构的精度和重构所得三维密度图的分

辨率 .

2.4 原始单颗粒数据在初始模型错误情况下自动

精修三维重构结果与分析

非球形样品原始单颗粒数据在提供的初始模型

错误的情况下，经过自动精修三维重构过程后，所

得三维密度图以及原子模型互相匹配如图6所示 .

图 6的结果表明，在初始模型错误的情况下，

不加入mask密度图的自动精修三维重构过程，重

构所得三维密度图，整体分辨率较低，仅能大致吻

合原子模型，匹配程度较低，且仅能提供分子结构

的大致轮廓、形状信息，无法提供充足的二级结构

信息，并且有较多的重构错误信号；而在自动精修

三维重构过程中采用自动寻找mask密度图的方法，

重构所得三维密度图，整体分辨率较高，除了能够

提供分子结构轮廓和形状信息之外，分子结构的二

级结构信号更强，并且能够比较好地与原子模型相

吻合，肉眼可见重构的错误信息更少 .

在RELION自动精修过程初始模型错误的情况

下，经过自动精修三维重构过程，程序报告 FSC

曲线图以及PDB中对应的原子模型（5ZGH）和重

构所得三维密度图之间的FSC曲线图如图7所示 .

捕光复合物原始单颗粒数据在初始模型错误的

情况下，经过自动精修三维重构，报告分辨率为

7.2 Å，使用自动寻找mask密度图方法进行自动精

修三维重构之后，报告分辨率为4.2 Å.而经过不采

用自动寻找mask密度图方法自动精修三维重构过

程之后，重构所得三维密度图和原子模型 FSC 曲

线为 0.5时的分辨率为 22.6 Å，而在自动精修三维

重构过程中采用自动寻找mask密度图的方法，所

得三维密度图和原子模型FSC曲线为0.5时的分辨

Fig. 5 Scatter plots of Euler angular errors of computed optimal reconstructed angles from true projected angles of
simulated projected particles dataset

（a） Scatter plot of Euler angular errors after different auto-refine methods of GroEL simulated particles dataset；（b） Scatter plot of Euler

angular errors after different auto-refine methods of Smeg ribosome simulated particles dataset. One of the coordinate of each scatter point is

Euler angular error from true projection angle by auto-refine process using auto-mask method in solvent flattening operation， the other

coordinate of each scatter point is Euler angular error from true projection angle by auto-refine process using ordinary spherical mask in

solvent flattening operation.
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Fig. 6 Reconstructed three-dimensional density maps from RELION auto-refine process when given wrong initial model，
by different auto-refine methods

（a） Reconstructed density map of RELION auto-refine process using auto mask method when initial model is wrong；（b） The same reconstructed

density map as in subfigure （a）， with fitted in corresponding PDB atomic model；（c） Reconstructed density map of RELION auto-refine

process， without using any solvent mask during the reconstruction process，when initial model is wrong；（d） The same reconstructed density

map as in subfigure（c），with fitted in corresponding PDB atomic model.
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Fig. 7 Half sets reconstructed density map FSC curves and PDB model vs reconstructed density map FSC curves of
different three-dimensional reconstruction methods of RELION auto-refine process from original particles dataset，when

initial model is wrong
（a） Half sets reconstructed density map FSC curves of PSI-3Lhcr original particles dataset after auto-refine process；（b） Atomic model against

density map FSC curves after different auto-refine method of original PSI-3Lhcr particles dataset. For subfigure （a），FSC curve in green color is

from auto-refine reconstruction process using auto-mask method，FSC curve in red color is from auto-refine reconstruction process using ordinary

spherical mask method of original particles dataset；For subfigure （b），FSC curve in red color is from auto-refine reconstruction process using

auto-mask method，FSC curve in green color is from auto-refine reconstruction process using ordinary spherical mask method of original particles

dataset.
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率为7.9 Å.

从图7所示的FSC曲线图可以看出，在提供的

初始模型错误的情况下，采用自动寻找mask密度

图方法的自动精修三维重构过程，相对于不采用自

动寻找mask密度图的自动精修三维重构过程，能

够较为显著地提升低分辨率至高分辨率区域的三维

重构的精度以及三维重构所得密度图的分辨率，并

且也能够较为显著地提升搭建原子模型和重构所得

三维密度图的吻合程度 .

综合原始单颗粒数据在提供初始模型错误的情

况下，经过RELION程序自动精修三维重构过程的

结果，可以看出，在自动精修三维重构过程中采用

自动寻找mask密度图的方法，相对于普通的自动

精修三维重构过程，也显示出一定的优势：能够较

为显著地提升三维重构从低至高分辨率区域的精

度；重构所得三维密度图的整体分辨率，显示出更

多分子中的二级结构的信息；并且提升所搭建的生

物大分子原子模型和重构所得密度图的吻合程度，

更好地帮助后续原子模型的搭建 .

3 讨 论

本研究对单颗粒冷冻电子显微镜技术的自动精

修三维重构过程中的溶剂平滑操作进行了优化，发

展了在自动精修三维重构当前迭代轮的溶剂平滑操

作中自动寻找mask三维密度图的方法 . 该方法能够

在自动精修三维重构过程的每一轮中，比较好地自

动寻找到三维重构所得密度图中，涵盖分子结构核

心信号区域的mask密度图，并平滑三维密度图中

分子结构信号区域之外的噪音区域 .

本研究所发展的在自动精修三维重构过程中自

动寻找mask三维密度图的方法，相对于在自动精

修三维重构过程中不采用自动寻找 mask 的方法，

能够从低分辨率信号区域至高分辨率信号区域，提

高颗粒在三维重构过程中噪音模型估计的精度，降

低搜索重构欧拉角的误差，提高三维重构的精度，

进而提高自动精修过程重构所得三维密度图的分辨

率，同时也使经过重构得到的三维密度图和原子模

型更加匹配，增加对三维重构之后生物大分子结构

的原子模型搭建的帮助，以更好、更精确地解释通

过单颗粒冷冻电子显微镜技术所解析的生物大分子

的结构及相关生物学功能，即使相对于在局部精修

过程中加入固定mask密度图三维重构方法，自动

精修重构过程中采用自动寻找mask密度图的方法，

对三维重构的精度、自动精修重构过程重构所得三

维密度图的分辨率以及原子模型和重构所得密度图

的匹配程度，也均略有改善 .

此外，即使提供给RELION自动精修三维重构

过程的初始模型是错误的，本研究所发展的自动寻

找 mask 三维密度图的方法，也能够重构得到和

PDB 中对应的已搭建的原子模型较为吻合的三维

密度图，并且提高自动精修三维重构的精度以及重

构所得密度图的分辨率，减少重构产生的噪音，以

及增加原子模型搭建的帮助 .

虽然本研究发展的三维重构过程中，溶剂平滑

操作中的自动寻找mask三维密度图的方法能够提

高三维重构的分辨率及为模型搭建提供帮助，但是

自动寻找mask密度图的方法目前还存在一些需要

改进的地方：最主要的是对于分子中一些活动性较

强的结构域或片段，三维重构所得密度图对应区域

较为模糊不清，信噪比较低，自动寻找得到的

mask 密度图无法很好地涵盖这些信号不太显著、

看上去密度图模糊不清楚的区域，对溶剂平滑操作

以及整体的三维重构和分辨率的计算造成偏差；并

且，本研究针对溶剂平滑操作发展的自动寻找

mask三维密度图目前仅用于自动精修三维重构过

程 ， 并 未 将 此 方 法 应 用 到 三 维 分 类 （3D

classification）过程中 .

未来我们将着力提升自动寻找mask密度图对

活性较强、信噪比较低区域寻找的准确性；我们还

将把自动寻找mask三维密度图的方法应用于三维

分类（3D classification）重构过程中，自动寻找经

过分类重构所得，处于不同构象状态，即不同类别

（class） 的三维密度图，在每一轮分类中的不同

mask三维密度图，进而为提升三维分类的准确性

提供帮助 .

对于自动寻找mask三维密度图的研究，未来

还将采用深度学习的方法，根据数据库中已经发表

的三维密度图，训练能够准确寻找到三维mask密

度图的深度学习模型，为在自动精修和三维分类重

构过程中，增加单颗粒重构三维欧拉角搜寻准确度

以及提高重构所得三维图像分辨率提供更多帮助 .
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Automatically Generating Mask for Mapping Out The Density Map in cryoEM
Single-particle Reconstruction*

SU Rui**,***, ZHANG Shu-Yang**, WANG Jia-Wei***

(School for Life Sciences, Tsinghua University, Beijing 100084, China)

Abstract CryoEM single particle reconstruction technique is a widely used method for solving macromolecular

structures in structural biology. However, there are still some shortcomings in the current processes of single

particle three-dimensional reconstruction. None of the current single particle reconstruction software has

implemented the function of automatically finding soft mask for binary mapping out the reconstructed map, which

can import bias in the computation of statistical model of noise, influencing effectiveness of three-dimensional

reconstruction. To solve this problem and to improve the solvent flattening operation in single particle

reconstruction, here, we report a new method for automatically finding soft mask for mapping out the

reconstructed map in single particle reconstruction, by using Gaussian filtering, Canny edge detection, minimum

error thresholding etc., for processing reconstructed map. This new method is derived from the solvent flattening

method, which is widely used in X-ray crystallography for solving and improving macromolecular phases. In the

experiment, we implemented FSC between reconstructed maps, Euler angular error scatter plot etc. methods to

assess effect of auto-mask method. It was shown that mask map generated by auto-mask method can soundly

cover molecular signal region of reconstructed map, and our new auto-mask method in three-dimensional

reconstruction can help to improve resolution of three-dimensional reconstruction.
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