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摘 要 图像自动聚焦评价函数的选择是全自动控制显微镜无源方式自动聚焦系统的关键问题H对几种主要的图像聚

焦评价函数>灰度方差算子I灰度梯度算子I能量谱方法等C进行了比较I研究:并在此基础上首次将改进的 J*3+*65*)算

子作为聚焦评价函数引入自动聚焦之中:同时为了消除噪声的影响:引入了步长和阈值两个参数H实验结果表明:改进的

J*3+*65*)算子比其他评价函数更为准确I稳定和可靠:该算法已成功应用于显微镜自动调焦系统中H
关键词 自动聚焦 自动显微镜 评价函数
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2 引 言

显微镜是一种应用广泛的光学仪器:它通过光
学系统的作用将观察对象放大:从微观形态研究和
认识对象的特性H目前:它已广泛应用于生物学I病
理学I细胞组织学I药物化学I遗传基因I临床诊断I
材料检测I航空与空间技术I地质和考古I电子元件

性能检测和分析等各个领域H
随着仪器自动化I智能化的发展:为了迅速而准

确地对显微图像进行自动采集I处理和识别:对显微
镜的自动化程度提出了更高的要求:即应用中急需
全自动控制显微镜系统H该系统的瓶颈技术是自动
聚焦问题:因此有效地实现显微镜的自动聚焦>*’o&
,&6’75)/C成为提高显微分析系统性能I实现高精度
测量的关键问题
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目前应用于显微镜的自动聚焦方式多为无源方

式!这种方式不是依赖外部条件"如激光#红外线或
超声波等$来测量透镜和物体之间的距离%而是采用
图像处理技术来确定被观察物体是否在焦平面上!
控制显微镜工作台沿 &向运动%在运动过程中同时
计算在相应物面位置的图像聚焦评价函数的值 %评
价函数最大值的物面即为聚焦平面!因此自动聚焦
的关键是构造一个可靠#快速的聚焦评价函数!一个
理想的聚焦评价函数应具有无偏性和单峰性%能够
在最佳聚焦位置获得最大值%同时应具有良好的抗
噪能力!
针对我国目前对实用自动调焦显微镜的需求情

况%以国产 ’()*+全自动控制了显微镜为对象%研
制实时调焦的自动显微镜系统%从而为远程病理诊
断#电子元件检测及很多依赖全自动显微镜工作的
系统提供有效的自动聚焦方法!

, 成像系统的模型与显微自动聚焦原理

图 -所示为透镜成像原理图%根据透镜成像原
理%焦距 .%物距 /及像距 0之间有以下关系
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图 - 透镜成像原理图

理想情况是物平面上的每一个点发出的全部光

线%经过透镜折射后仍交于一点!即每一个物点都对
应一个像点!当物平面到透镜的距离为/时%观察面
到透镜的距离为 0时%得到清晰的聚焦图像%此时观
察面即为聚焦平面!若观察面与聚焦平面偏离了 3%
则在观察面上形成一个半径为 4的模糊圆%也就是
产生了离焦像!所以 4的大小可以表征图像聚焦的
程度%4越大%则图像越远离焦平面54越小%则图像
越靠近焦平面!
可以建立模糊圆的半径 4与位移量 3之间的关

系6
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此处 7为透镜的半径%则 4与物的位置无关!
在无源方式自动聚焦算法中定义一个聚焦评价函

数%评价函数的值随着 4值的减小而逐步增大%当 4
最小时评价函数取最大值!
视觉上是靠图像是否清晰来判断聚焦与否的%从

空域角度看%聚焦图像比离焦图像灰度变化明显%有
较锐化的边缘!从频域角度看%由于离焦是一个低通
滤波的过程%当图像对比度不大即离焦时%图像的高
频分量相对较少!聚焦图像比离焦图像包含更多的信
息和细节%也就相应地包含更多的高频分量!图像质
量的好坏和清晰度与图像的高频分量有很大关系!
根据上述特点%自动聚焦评价函数可以分为空

域函数和频域函数两类!常见的空域评价函数有灰
度方差算子#灰度梯度算子#图像灰度熵等!频域类
的聚焦评价函数是把图像转化到相应的频域中%两
个基本的变换是傅里叶变换和小波变换!不同的评
价函数适合各自的调焦对象!

9 自动聚焦评价函数

9:; 灰度方差算子
一幅聚焦清晰的图像应有较多的灰度变化%因

此图像的聚焦程度也可以用灰度变化的平均程度即

方差来衡量<-%8=!图像的灰度方差算子可以如下定义
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其中%."C%D$为点"C%D$处的图像灰度值%F为图像
中所有像素的灰度平均值%@#A分别表示图像的行
数和列数%>I所对应的位置即为聚焦位置!

9:, 灰度梯度算子
聚焦清晰图像应有较锐化的边缘%由于梯度算

子PQ."C%D$P具有各向同性和旋转不变性%可把图
像中各不同走向的边缘和线条突出%离焦量越小图
像边缘越锐化%所以图像灰度梯度可以用来评价图
像的聚焦程度%取图像中每一象素点的梯度值并进
行汇总
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梯度算子可以采用如下几种!
"#$灰度差分绝对值之和算子"%&’$()*

用差分绝对值代替乘方和开方+即对点",+-$
及其邻近点的灰度作差分运算+提取该点灰度值的
变化大小+得出图像灰度差分绝对值之和算子

./ 0",+-$10",2#+-$2 0",+-$10",+-2#$ "3$

45/ 6789
,
9
-
. ":$

45所对应的位置即为聚焦位置;
"<$=>?@ABC梯度算子
在图像灰度差分绝对值之和算子中+没有考虑

0",+-$和 0",2#+-2#$灰度差的像元位置关系;
可以使用 =>?@ABC梯度算子(D*

.=/ 0",+-$1 0",2 #+-2 #$2
0",2 #+-$1 0",+-2 #$ "E$

.5/ 6789
,
9
-
.= "#5$

.5所对应的位置即为聚焦位置;
")$基于 %>?@F梯度算子的 G@H@HIA7J函数
与 %>?@F梯度算子相对应的 G@H@HIA7J函数定

义为(K+L*

M,/0",2 #+-1 #$2 0",2 #+-2 #$1
0",1 #+-1 #$1 0",1 #+-2 #$2
<0",2 #+-$1 <0",1 #+-$ "##$

M-/0",1 #+-2 #$2 0",2 #+-2 #$1
0",1 #+-1 #$1 0",2 #+-1 #$2
<0",+-2 #$1 <0",+-1 #$ "#<$

N5/ 6789
,
9
-
" M<,2 MO <

-$ "#)$

N5所对应的位置即为聚焦位置;
PQP 能量谱方法
以上几种算法都是基于空域的算法;根据傅里

叶光学理论+图像清晰或聚焦的程度主要由图像中
高频分量的多少决定+故可以利用高频分量的多少
来作为聚焦评价函数的主要依据;
将序列图像应用快速傅里叶变换"RRG$转换到

频域+幅度的平方称为能量谱;由于幅度决定了一幅
图像中含有的各种频率分量的多少+故可以用能量
谱来构造聚焦评价函数(3*;
设图像为 STU+则二维离散傅里叶变换为

V"W+X$/ #
SU9

S1#

,/5
9
U1#

-/5
0",+-$@8Y 1 Z<[ ,

SW2
-
U\ ]( *X
"#D$

其傅里叶谱为

V̂"W+X$̂ / (_<"W+X$2 ‘<"W+X$*#a< "#K$
能量谱为

b"W+X$/ V"W+X$</_<"W+X$2‘<"W+X$ "#L$

V5/ 6789
W
9
X
b"W+X$ "#3$

其中+_"W+X$和 ‘"W+X$分别是傅里叶变换的实部和
虚部;V5所对应的位置即为聚焦位置;

c 改进的自动聚焦评价函数

前面提到的灰度梯度算子是基于一阶导数的;
二阶偏导可以获取高频分量+从而得到比较锐化的
边缘+线性微分拉普拉斯算子是一种二阶导数算子+
可作为高频分量的估计量;
由于对 ,方向和对 -方向的二阶偏导可能会

符号相反+相互抵消+从而使图像的聚焦产生偏差;
文献(:*使用一种改进拉普拉斯算子"%&d$进行多
层图像的叠合+这里借鉴 %&d的基本思想+构造并
实现具有一定表面粗糙度和纹理变化的显微图像的

自动聚焦评价函数;
取二阶偏导数的绝对值之和

<0",+-$/ e<0",+-$
e,< 2 e<0",+-$

e-< "#:$

一般用差分代替微分进行计算;以往使用改进
前的拉普拉斯算子进行图像处理时+一般把拉普拉
斯算子近似为一个 )T)算子+在这里考虑到显微图
像的纹理变化+使用像元间的可变步长 fghi来计算
二阶差分;即

Sj",+-$/ <̂0",+-$10",1fghi+-$10",2fghi+-$̂2
<̂0",+-$10",+-1fhgi$10",+-2fghi$̂ "#E$

j5/ 6789
,
9
-
Sj",+-$ k>A Sj",+-$l N "<5$

N为一个阈值+大于阈值的拉普拉斯值才参与
汇总;j5所对应的位置即为聚焦位置;
以往的自动聚焦评价函数都忽略了步长和阈值

的作用;由于拉普拉斯算子是二阶差分+所以双倍加
强了图像中的噪声;适当的选取步长和阈值可以有效
地滤除噪声;图 <和图 )分别是步长和阈值不同时+
同一序列图像的聚焦评价函数曲线;实验表明+引入
步长和阈值后自动聚焦效果与以前相比有了明显提

高;评价函数曲线具有良好的单峰性m无偏性m在焦平
面附近变化趋势非常明显和灵敏度高的特点;
值得注意的是+并不是步长和阈值取得越大聚

焦效果越好+一般对于噪声干扰不大的序列图像+步
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图 ! 拉普拉斯算子中步长的影响

图 " 拉普拉斯算子中阈值的影响

长和阈值可以取小一些#而对噪声和亮度变化干扰
比较大的序列图像$步长和阈值可以取得稍大一些%
如何根据显微图像的特性来获得比较理想的步

长和阈值参数$并将之应用于自动显微镜中$将是下
一步要进行的工作%

& 实验结果分析及结论

一个好的聚焦评价函数应满足’
()*聚焦评价函数最大值的位置即为聚焦位置#
(!*不存在可能导致聚焦错误的局部极大值#
("*具有较强的抗噪能力#
(+*聚焦速度比较快%
为了对以上各聚焦评价函数进行比较$在

,-./0自动显微镜下采集了十几个显微样本的几

百幅序列图像(从离焦到聚焦$再从聚焦到离焦*$得
到自动聚焦评价函数曲线%
图 +是由自动显微镜下获取的包含 +1幅图像

的一个序列得到的聚焦评价函数曲线%从图中可以
看出$对于该序列图像$2种聚焦评价函数均可以在
最佳调焦位置得到最大值$曲线具有明显的峰值$单
峰性好%其中$改进拉普拉斯算子和 .34345678函
数曲线变化陡峭$尤其在峰值点处变化非常明显$是
比较理想的评价函数%

(7*离焦图像 (9*聚焦图像

(:*聚焦评价函数曲线

图 +

图 ;是由自动显微镜下获取的包含 2)幅图像
的一个序列得到的聚焦评价函数曲线%(<=936>算
子与 ?,@算子曲线基本重合$图中未标出%*从图
中可以看出$对于该序列图像$2种聚焦评价函数得
到的最佳调焦位置不完全一致%灰度方差算子等几
种评价函数曲线平缓$在焦平面附近变化不大$影响
调焦效果%加入阈值和步长控制的拉普拉斯算子曲
线有明显的峰值$灵敏度高%
图 2是对图 +中 +1幅图像的序列加入 !1A的

高斯噪声以后$得到的聚焦评价函数曲线%从图中可

以看出$对于加噪的序列图像$虽然 2种聚焦评价函
数也可以在最佳调焦位置得到最大值$但各曲线的
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!"#离焦图像 !$#聚焦图像

!%#聚焦评价函数曲线

图 &

!"#离焦图像 !$#聚焦图像

!%#聚焦评价函数曲线

图 ’

变化趋势却相差很大(由于噪声的影响)未加阈值和
步长控制的改进拉普拉斯算子*灰度差分绝对值之
和算子*+,$-./0梯度算子*能量谱方法等几种函数
曲线过于平缓)没有明显的峰值)且存在很多局部最
大值)难以判断最佳调焦位置(1-2-23."4函数*灰
度方差算子*加入步长和阈值控制的改进拉普拉斯
算子效果比较理想(
灰度差分绝对值之和算子*+,$-./0梯度算子

只适用于简单的图像聚焦)对于复杂图像由于没有
考虑周围点的变化)容易受噪声影响而导致错误聚
焦(此外)沿显微镜的 5方向可能有许多局部最大
值)而且局部最大值所在图像与实际聚焦图像可能
相差甚远(这两个算子的优点是函数简单)计算量
小)因而速度快(在实验运行环境678968: ;’’)内
存6&<=>)操作系统6?@24,A0=BBB)编程语言6
C@0D"E7FF ’GBH图像格式6=&’I=&’+JK条件
下)它们对 LB幅序列图像的处理速度分别为 <GLM0
和 <G;’0(
能量谱方法所得到的函数曲线峰值过于平缓)

也出现局部最大值)只能大致估计聚焦图像所在的
位置)而且由于需要进行频域变换)计算速度比较
慢)处理速度为 N0(
灰度方差算子曲线在整个区域都很平滑)波峰

较宽较缓(它对图像平均灰度变化具有恒不变性)具
有抗亮度变化干扰和抗噪声干扰的能力)而且计算
速度非常快)为 <GBM0(但经过多次聚焦实验显示)
有些情况下聚焦结束后图像会比较锋利)而有些情
况下由于其变化趋势过于平缓)会导致较大的聚焦
误差(

1-2-23."4函数由于使用 OIO窗口计算梯度
值)聚焦评价函数曲线比 =I=窗口的 +,$-./0梯度
算子更平滑)对噪声敏感度不高)在聚焦邻近区域很
精确)然而在高度离焦区域也会产生一些局部最大
值)1-2-23."4函数的计算量是 +,$-./0梯度算子
的 O倍)其处理速度为 OG&<0(
改进拉普拉斯算子在计算过程中引入了步长和

阈值)如果步长和阈值选择合理)可以有效地抑制噪
声干扰)得到比其他算法好的聚焦效果(聚焦评价函
数曲线平滑)基本上没有局部最大值(曲线有明显的
峰值)单峰性好)且变化陡峭)较好地满足了对图像
聚焦评价函数的要求(从计算速度来看)它的处理速
度为 =P=B0)比 1-2-23."4函数和能量谱方法的速
度快(其不足之处在于)算法中步长和阈值为经验
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值!在实际聚焦时这两个参数往往是未知的!下一步
的工作是使算法能根据实际情况自动地选择参数!
以便为算法实现自主性!缩短调焦时间和提高聚焦
效果打下基础"
采用改进拉普拉斯算子作为自动聚焦评价函数

的重复调焦精度#即标准误差$%&’()*+,-!足够满
足显微镜的景深要求"%由下式计算

%&
.
/

0&1
#203 24$)

5 /3 1 #)1$

其中!20为各次的最佳调焦位置!24是 20的平均
值!/取 1’次"
从以上实验结果可知!改进拉普拉斯算子自动

聚焦评价函数!对于具有一定表面粗糙度和纹理变
化的显微样本!能够在最佳调焦位置给出明显的峰
值!具有良好的抗噪6抗干扰性能"经过实际调焦过
程中的对比实验!证明了改进拉普拉斯算子在聚焦
可靠性和聚焦结果等方面都具有明显的优越性!该
算法已应用于显微镜自动调焦系统中"
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