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Крио-электронная микроскопия широко используется в области структурной биологии для построения трех-
мерных моделей изучаемых частиц с разрешением в несколько ангстрем. Наиболее распространенными метода-
ми для получения моделей столь высокого разрешения являются крио-электронная микроскопия одной частицы
и крио-электронная томография. В обоих техниках, ключевым шагом алгоритмов обработки данных является
совмещение изображений, двумерных для крио-электронной микроскопии одной частицы, и трехмерных для крио-
электронной томографии. Существует некоторое количество методов совмещения изображений для совмещения
двумерных и трехмерных изображений крио-электронной микроскопии. Однако, оценить качество таких методов
на реальных данных не представляется возможным, в силу отсутствия ”ground truth”. Также, оценка качества
методов совмещения на реальных данных осложнена высоким уровнем шума. В данной работе предложены ме-
тоды генерации наборов двумерных и трехмерных реалистичных данных крио-электронной микроскопии одной
частицы и крио-электронной томографии. Предложенные алгоритмы моделируют искажения, возникающие при
получении данных в реальном электронном микроскопе, а именно типичный для данного вида микроскопии шум, эф-
фект потерянного клина, двумерное проецирование, функцию переноса контраста. В работе приведены примеры
сгенерированных синтетических двумерных и трехмерных изображений.
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1. Введение

Крио-электронная микроскопия является одной из
основных развивающихся технологий изучения стро-
ения клеток, вирусов и белковых комплексов в моле-
кулярном разрешении [7]. Основной принцип работы
крио-ЭМ заключается в визуализации радиационно-
чувствительных образцов в просвечивающем элек-
тронном микроскопе при криогенных условиях. Суще-
ствуют различные методы крио-ЭМ: крио-электронная
томография [3], [11], крио-электронная микроскопия
одной частицы [1] и электронная кристаллография, —
все они успешно используются для анализа биологиче-
ских структур в различных ситуациях.

Основная проблема получения атомарного разре-
шения в электронном микроскопе — повреждение об-
разца в результате взаимодействия электронов с орга-
ническим веществом [2]. Для получения высокого раз-
решения в крио-электронной микроскопии использу-
ют образцы, замороженные до температуры жидкого
азота или гелия, поскольку криогенные температуры
уменьшают повреждение образца в результате облуче-
ния. Для последующего получения моделей структур
используют подходы, основанные на обработке полу-
ченных изображений.

Одним из широко распространенных подходов яв-
ляется крио-электронная микроскопия одной частицы
[9]. В данном методе снимают большое количество
изображений высокого разрешения (< 4Å), каждое из
которых содержит сотни одинаковых, но ориентиро-
ванных случайным образом частиц. Затем на каждом
из полученных изображений локализуются все проек-
ции частиц (Рис. 1). Для этого, происходит классифика-

ция проекций на несколько классов, содержащих про-
екции, соответствующие одинаковым ориентациям, в
трехмерном пространстве. В рамках каждого класса
изображения проекций могут иметь различную ори-
ентацию в двумерной плоскости проекции, а также
небольшое смещение. С помощью методов совмеще-
ния изображений проекции частиц в рамках каждого
класса преобразуются к одной ориентации в двумерной
плоскости проекции, а затем происходит итеративное
усреднение. Таким образом получаются проекции ча-
стиц, отношение сигнала к шуму у которых значитель-
но выше, чем у исходных объектов.

Рис. 1. а) Пример изображения крио-электронной
микроскопии одной частицы, желтыми кругами

отмечены локализованные проекции частиц одного
класса. б) Увеличенные изображения частиц одного
класса с различной ориентацией (изображения взяты

из Gabriel Lander, Thesis Defense presentation).

В крио-электронной томографии для получения
данных, образцы, как и в крио-электронной микроско-
пии, подвергают заморозке, предохраняя их от повре-
ждений, возникающих в результате облучения. Пла-
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стинку, с замороженным образцом, содержащую боль-
шое количество изучаемых частиц, поворачивают под
разными углами относительно электронного луча сша-
гом в 1 − 2 градуса в диапазоне от −60◦ до +60◦ и
просвечивают в электронноммикроскопе, получая дву-
мерную проекцию образца для каждого угла. Получен-
ную серию изображений используют для трехмерной
реконструкции, которая как правило, осуществляется
с использованием взвешенного обратного проецирова-
ния [6]. В результате получается трехмерное томогра-
фическое изображение (Рис. 2), содержащее десятки
одинаковых частиц, ориентированных различным об-
разом. Чтобы получить трехмерное изображение ча-
стицы, где отношение сигнала к шуму значительно вы-
ше, в полученном трехмерном томографическом изоб-
ражении локализуются все частицы. Далее, с помо-
щью методов совмещения изображений субтомограм-
мы, содержащие найденные частицы, преобразуются к
одной ориентации в пространстве, а затем итеративно
усредняются.

Рис. 2. Центральные срезы томографического
изображения, содержащего одинаковые частицы
(изображение из депозитария Protein Data Bank in

Europe, набор данных EMD-4018).

Для того чтобы оценить качество работы метода
совмещения изображений, нужны синтетические дан-
ные, где ориентация объектов задается контролируемо.
В тоже время, такие данные должны быть максимально
схожи с реальными изображениями крио-электронной
микроскопии и томографии. В литературе описано ис-
пользование синтетических данных для тестирования
алгоритмов обработки данных крио-электронной мик-
роскопии [4], [5], однако детали методов, использу-
емых для генерации данных авторами не приводят-
ся. Целью данной работы является создание набо-
ров двумерных и трехмерных синтетических изобра-
жений крио-электронной микроскопии и томографии.
Для этого предложен алгоритм генерации трехмерной
модели объекта, схожего с реальными молекулярными
комплексами, изучаемыми с помощью методов крио-
электронной микроскопии и томографии. Далее, для
синтезированных изображений происходит моделиро-

вание процессов, происходящих при получении дан-
ных в электронном микроскопе, а именно: моделиро-
вание шума и функции переноса контраста, а также по-
строение двумерных проекций для крио-электронной
микроскопии одной частицы и моделирование эффек-
та отсутствующего клина для крио-электронной томо-
графии. Созданные с помощью предложенного метода
данные используются для тестирования алгоритма сов-
мещения трехмерных биомедицинских изображений.

2. Метод генерации данных

2.1. Метод построения 3D объекта

В данном подразделе рассмотрен пример алгорит-
ма построения 3D объекта. В качестве реального об-
разца для построения объекта может быть использо-
вана любая структура, исходя из особенностей реша-
емой задачи. В данной работе для построения синте-
тического объекта был взят белковый комплекс, име-
ющий цилиндрическую форму. Предложенный метод
строит модель объекта, описывая его уравнением ци-
линдрической поверхности (Рис. 3а). За основание ци-
линдрического объекта возьмем окружность и добавим
колебания по поверхности объекта:

C = ρ+ C1 sin(C2ϕ),

где C – радиус основания цилиндра, C1, C2 – неко-
торые константы. Для моделирования интенсивности
объекта используется функция, зависящая от радиуса ρ
и высоты h в цилиндрической системе координат, име-
ющая более одного максимума. В данной работе для
задания интенсивности использовалась функция

f(ρ, h) = f1(ρ)f2(h),

где f1(ρ) – полиномиальная функция четвертого по-
рядка с коэффициентами p0 = 3, p1 = 4.4341, p2 =
−0.9049, p3 = 0.0685, p4 = −0.0017, зависящая от ра-
диуса ρ, а f2(h) – тригонометрическая функция, зави-
сящая от высоты цилиндрического объекта h.

Стоит отметить, что высота цилиндра, функция
f2(h) и прочие параметры алгоритма построения 3D
объекта подбираются эмпирически для получения объ-
екта необходимой формы и интенсивности. После
построения и моделирования интенсивности объекта
применим к нему функцию переноса контраста и до-
бавим пуассоновский шум.

2.2. Виды искажений крио-ЭМ

Шум. Появление пуассоновского шума обуслов-
лено статистической природой электромагнитных
волн, таких как рентгеновское излучение, видимый
свет и гамма-лучи. Источники рентгеновских лучей
излучают определенное число фотонов в единицу вре-
мени. Такие источники имеют случайные колебания
числа испускаемых фотонов. В результате полученное
изображение имеет пространственную и времен-
ную случайность, соответствующую распределению
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Рис. 3. а) Построенный 3D объект. б) Результат
применения функции переноса контраста.

в) Добавление пуассоновского шума. г) Примеры
различных проекций трехмерного объекта,

построенные с помощью предложенного метода с
различным уровнем шума. д) Проекции одинаковых
частиц, отличающихся смещением и поворотом.

Пуассона (Рис. 3в):

P (λ, k) =
λke−λ

k!
, λ > 0, kϵN.

В электронном микроскопе в результате взаимодей-
ствия электронов с органическим веществом образец
постепенно сгорает, поэтому полученные изображения
обладают низким отношением сигнала к шуму (SNR)
[12]. Также разрешение полученных изображений за-
висит от функции переноса контраста.

Функция переноса контраста. Для большин-
ства образцов крио-электронной микроскопии не су-
ществует амплитудного значения контраста, посколь-
ку электроны очень слабо взаимодействуют с легкими
атомами образцов. В таких условиях можно сгенериро-
вать фазовую контрастность изображений с помощью
дефокусировки микроскопа: дефокусировка объектива
генерирует низкочастотную контрастность за счет сни-
жения контрастности на более высоких частотах. Это
полезно, однако передача информации из микроскопа
происходит необычным образом. Перемещение сигна-
ла от образца до плоскости изображения в электронном
микроскопе описывается функцией переноса контра-
ста [12] (Рис. 3б): это осциллирующая функция в про-
странственной частотной области описывает, как абер-
рации в просвечивающем электронном микроскопе из-
меняют изображение образца:

CTF (f) =A(sin(πλf2(∆z − 0.5λ2f2cs))+

B cos(πλf2(∆z − 0.5λ2f2cs))),

где f – пространственная частота,∆z – дефокусировка,
cs – сферическая аберрация, λ – длина волны электро-
на, A – зависимая от дефокусировки огибающая функ-
ция, соответствующая затуханию сигнала для заданной

угловой апертуры, B – доля амплитудного значения
контраста [13].

2.3. Метод построения двумерных проекций

Данный метод состоит в построении проекции 3D
объекта на плоскость, которая задается нормалью n⃗.
Для схожести с реальными данными, к координатам
нормали в сферической системе координат (ρ, ϕ, θ) для
построения проекции 3D объекта на плоскость добав-
лялась погрешность δ ∈ [0◦, 2◦] к углам ϕ и θ со-
ответственно, которая выбиралась случайным образом
(Рис. 3г).

2.4. Эффект потерянного клина (missing wedge)

В крио-электронной томографии эффект потерян-
ного клина возникает вследствие того, что двумерные
проекции образца, из которых восстанавливается то-
мограмма, получают в ограниченном диапазоне углов
(обычно±60◦). Это происходит из-за физических огра-
ничений при наклоне тонкой пластинки с образцом
(при наклоне на большие углы, толщина образца ста-
новится слишком большой). Согласно теореме о цен-
тральном сечении[10], двумерный Фурье-образ проек-
ции равен сечению трехмерного Фурье-образа исход-
ного объекта, проходящему через начало координат в
частотной области под темже углом, под которым была
получена проекция. Таким образом, эффект потерян-
ного клина моделируется с помощью наложения кли-
новидной маски на исходное изображение в частотной
области:

Imw = F−1(Î ·M),

где Imw – результат моделирования, Î – преобразова-
ние Фурье исходного изображения,M – маска для уда-
ления клина (Рис. 4).

а) б)

в) г)

Рис. 4. а) Модельное 3D изображение. б) Фурье-образ
изображения (a). в) Маска потерянного клина.

г) Результат удаления клина в частотной области.
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3. Алгоритм получения двумерных данных

С помощью предложенного подхода можно сгене-
рировать двумерные данные (Рис. 3), для этого нужно:
1. Сгенерировать трехмерное модельное изображение

с заданием параметров C1 и C2 и функции модели-
рования интенсивности.

2. Для созданного изображения применить функцию
переноса контраста и добавить пуассоновский шум.

3. Для каждой заданной нормали n⃗ спроецировать объ-
ект на плоскость, заданную n⃗.

4. Полученные проекции повернуть на заданные углы
и переместить на заданные векторы смещения.
Результатом является набор двумерных проекций

трехмерного объекта с различными искажениями, ха-
рактерными для крио-ЭМ одной частицы. Параметры
данных искажений, а также углы проецирования, пово-
рота и смещения задаются пользователем, что позволя-
ет получать различные наборы данных для тестирова-
ния алгоритмов совмещения (Рис. 3д).

а) б)

Рис. 5. Сравнение синтетических и реальных данных.
а) Реальные данные (набор данных EMPIAR-10026

[8]). б) Синтетические данные.

В сравнении с реальными данными, объект на син-
тетических данных виден более явно, однако это поз-
воляет подобрать необходимые параметры и наладить
работу метода. При изменении различных параметров
можно добиться наибольшего сходства с различными
реальными данными (Рис. 5).

4. Алгоритм получения трехмерных данных

Для создания набора трехмерных данных необхо-
димо выполнить следующие шаги:
1. Сгенерировать трехмерное модельное изображение

с заданием параметров C1 и C2 и функции модели-
рования интенсивности.

2. Получить несколько трехмерных изображений из
полученного в предыдущем пункте, выполнив по-

вороты на заданные углы вокруг всех трех осей ко-
ординат и сдвинув на заданные векторы смещения.

3. Смоделировать эффект потерянного клина на полу-
ченных изображениях.

4. Для полученных изображений применить функцию
переноса контраста и добавить пуассоновский шум.
Результатом является набор трехмерных изобра-

жений объекта, ориентированного различным обра-
зом, с применением искажений характерных для крио-
электронной томографии (Рис. 6). Параметры данных
искажений, а также углы поворота и векторы сме-
щения задаются пользователем, что позволяет полу-
чать различные наборы данных для тестирования ал-
горитмов совмещения трехмерных изображений крио-
электронной томографии.

Рис. 6. Пример созданных трехмерных изображения
одного объекта с разных ракурсов: изображение (б)
отличается от (a) поворотом вокруг оси-X на π/6,

вокруг оси-Y на −π/4 и сдвигом на вектор [10, 15, 1].

Сравнение с реальными данными показывает, что
в результате синтеза изображений с помощью пред-
ложенного алгоритма можно получить синтетические
данные, близкие по структуре к данными полученным
при крио-электронной томографии, а моделируемые
эффект потерянного клина, функция переноса контра-
ста и пуассоновскийшум воссоздают искажения, полу-
чаемые при съемке в электронном микроскопе (Рис. 7).

а) б)

Рис. 7. а) Изображение реального объекта
крио-электронной томографии. б) Результат
моделирования трехмерного изображения.

5. Заключение

В данной работе предложен метод генерации ре-
алистичных данных крио-электронной микроскопии.
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Разработанные алгоритмы позволяют получить набо-
ры данных с контролируемыми параметрами искаже-
ний, а также контролируемыми углами поворота и сме-
щения для тестирования алгоритмов совмещения изоб-
ражений. Получены наборы двумерных изображений
для тестирования алгоритмов совмещения изображе-
ний, используемых в крио-электронной микроскопии
одной частицы. Также получены наборы трехмерных
изображений для тестирования алгоритмов совмеще-
ния изображений, используемых в крио-электронной
томографии. Стоит отметить, что данная работа посвя-
щена моделированию искажений, возникающих при
получении данных в реальном электронном микроско-
пе. При этом, при практическом применении предло-
женного метода, геометрическая форма синтезируемо-
го объекта может быть заменена на любую другую, ис-
ходя из особенностей решаемой задачи, для которой ге-
нерируются синтетические данные.
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