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摘要　显微图像自动聚焦的关键在于设计一个高灵敏度聚焦函数.由于显微图像细节多寡不确定,传统的梯度函

数对细节较少的图像的灵敏度不够高.针对该问题,提出了一种结合全局和局部灰度变化的VarGrad显微图像自

动聚焦函数.根据显微图像的特点,VarGrad函数利用聚焦窗口将基于全局灰度变化的灰度方差函数与基于局部

灰度变化的梯度函数有机结合,无论图像细节是否丰富,都呈现较高的灵敏度.实验利用两组细节丰富程度不同

的外周血细胞图像序列对VarGrad函数进行了定量评估.实验结果表明,与几种典型的聚焦函数相比,在图像细

节较丰富和图像细节较少两种情况下,VarGrad函数在清晰度比率、陡峭度和清晰度变化率３种灵敏度指标上均

提高了３０％以上.
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１　引　　言
显微镜作为一种光学仪器,广泛应用于生物医疗、地质考古及工业制造等多个领域.由于放大倍数高,

显微镜景深非常小,只有在聚焦平面附近很小的范围内才能获取清晰的图像,因此,显微镜成像系统对快速

０８１８０１Ｇ１
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而精确的自动聚焦技术要求很高.随着数字图像和多媒体技术的快速发展,基于图像处理的被动式自动聚

焦受到越来越多的关注[１Ｇ２],即利用聚焦函数对不同离焦位置(通常为离焦→聚焦→离焦的过程)采集到的图

像进行清晰度评价,清晰度最大值即对应聚焦平面.因此,聚焦函数的好坏直接决定了自动聚焦的

精度和速度.
从频域角度看,离焦是一个光学低通滤波的过程,离焦量越大,图像高频分量流失越严重[３];从空域角度

看,离焦量越大,图像细节越不明显,灰度变化越小.据此,现有的图像聚焦函数可以分为频域函数和空域函

数两大类,空域函数又可以细分为基于局部灰度变化的梯度函数和基于全局灰度变化的统计函数.这些聚

焦函数在特定的应用背景下具有非常好的性能,但在其他应用对象下性能差异非常大.

１)频域函数.主要有傅里叶变换、离散余弦变换(DCT)变换和小波变换[４]等,该类函数具有很高的灵

敏度,但计算量较大,并不适用于大分辨率图像的快速调焦,实际应用不多.

２)梯度函数.主要有灰度差分绝对值之和(SMD)[５]、Brenner函数[６]、图像灰度梯度能量函数

(Tenengrad)[７]、拉普拉斯能量(EOL)[８]及拉普拉斯能量和(SML)[９]等.在这些函数的研究基础上有大量

的改进函数,如改进的拉普拉斯算子(LAP)[１０]、改进的SML[１１]、灰度差分乘积[１２]、八方向Sobel算子[１３]及

改进的Brenner函数[１４]等.梯度函数计算量适中,灵敏度很高,适用于细节丰富的图像;但其在充分利用局

部灰度变化的同时增大了噪声,特别是当图像细节较少时,背景噪声的影响增大,真实的梯度能量易淹没在

背景噪声的干扰中,导致函数在严重离焦时性能显著下降.

３)统计函数.主要有灰度方差和归一化灰度方差等.该类函数计算量较小,不易受噪声的影响,即使

在严重离焦时也具有较好的性能,适用于细节较少的图像.对于细节丰富的图像,由于缺乏对局部灰度变化

的描述,统计函数的灵敏度不够高.显微图像恰恰是一种特殊的图像,由于视场小,图像细节多寡并不确定:
当视场内存在大量目标时,图像细节较多;而当视场内目标极少或不存在时,图像细节很少.

综上所述,频域函数受计算量限制,实际应用不多;空域函数中,仅描述图像全局灰度变化的统计函数或

仅描述图像局部灰度变化的梯度函数,均不能同时适用于各类具有不同图像细节的显微图像.为了解决该

问题,一些粗精结合的图像自动聚焦方法在粗、细两个调焦阶段分别使用不同的清晰度评价函数[１５Ｇ１７].然

而,这些聚焦方法的性能会受到聚焦策略的影响,如粗调焦阶段步长的选取和搜索策略等,很难有一种清晰

度评价函数对细节丰富和细节较少的图像都具有足够高的灵敏度.针对此问题,本文通过统计函数和梯度

函数的对比,提出一种结合图像全局和局部灰度变化的VarGrad聚焦函数,无论图像细节多寡所提函数都

能表现出很高的灵敏度.

２　典型聚焦函数
２．１　梯度函数

梯度函数种类最多,通常利用能反映图像局部梯度变化的算子与图像中每个像素点进行邻域卷积来实现.

　　１)灰度差分绝对值之和SMD函数[５](FSMD)
对每个像素点及其邻近点的灰度作差分运算:

FSMD＝∑
x,y

I(x,y)－I(x,y＋１)＋ I(x,y)－I(x＋１,y)[ ] , (１)

式中I(x,y)为图像在像素(x,y)点处的灰度值.

　　２)SML函数(FSML)

SML函数是在拉普拉斯算子基础上的改进:

FSML＝∑
x,y

２I(x,y)－I(x－１,y)－I(x＋１,y)＋ ２I(x,y)－I(x,y－１)－I(x,y＋１)[ ] ２.

(２)

　　３)Brenner函数(FBrenner)

Brenner函数计算水平方向相差两个单元的像素的灰度差,即二阶梯度:

FBrenner＝∑
x,y

I(x＋２,y)－I(x,y)[ ] ２. (３)

０８１８０１Ｇ２



５４,０８１８０１(２０１７) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

　　４)Tenengrad函数(FTenengrad)

Tenengrad函数基于Sobel算子提取梯度:

FTenengrad＝∑
x,y

Gx(x,y)２＋Gy(x,y)２[ ] , (４)

式中Gx(x,y)和Gy(x,y)分别为横向和纵向的一阶Sobel算子微分,

Gx(x,y)＝ I(x＋１,y－１)＋２I(x＋１,y)＋I(x＋１,y＋１)[ ] －
I(x－１,y－１)＋２I(x－１,y)＋I(x－１,y＋１)[ ] , (５)

Gy(x,y)＝ I(x－１,y＋１)＋２I(x,y＋１)＋I(x＋１,y＋１)[ ] －
I(x－１,y－１)＋２I(x,y－１)＋I(x＋１,y－１)[ ] . (６)

２．２　统计函数

１)灰度方差(Var)
灰度方差用图像灰度变化的平均程度(方差)来衡量图像的聚焦程度:

FVar＝∑
x
∑
y

I(x,y)＝I[ ] ２, (７)

式中FVar为灰度方差,I 为图像的灰度均值.

２)归一化灰度方差(NormVar)
归一化灰度方差即灰度方差归一化后的结果,计算公式为

FNormVar＝
１
I∑x ∑y I(x,y)－I[ ] ２, (８)

式中FNormVar为归一化灰度方差.

３　VarGrad显微图像聚焦函数

图１ VarGrad函数的聚焦窗口示意图

Fig敭１ SchematicoffocusingwindowsofVarGradfunction

在显微图像采集过程中,由于视场小,图像细节多寡并不确定.当视场内恰好包含大量目标时,图像细

节较多,基于局部灰度变化的梯度函数比基于全局灰度变化的统计函数更适用于此类图像;而当视场内目标

极少或不存在时,图像细节很少,此时统计函数比梯度函数的性能更优.因此,只有结合局部和全局灰度变

化才能更好地适应图像细节不定的显微图像.
此外,由于显微成像中的光照控制非常复杂,光照不均匀现象难以避免.所以,边缘视场常会出现过度

曝光或曝光不足,显微图像四角区域内的全局灰度变化明显;而中央区域内光照较为均匀,畸变较小,该区域

内的目标多位于同一个聚焦平面中,显微图像中心区域内的局部灰度变化明显.因此,重点考虑显微图像四

角区域和中心区域的局部和全局灰度变化将会事半功倍.
提出的VarGrad函数利用图像中心区域和四角区域的灰度方差与梯度的乘积作为整幅显微图像的聚

焦函数.如图１所示,原始图像按尺寸等分为１６个子图,每个子图大小为W/４×H/４.图像中心点相邻的

４个子图和图像四角的４个子图构成聚焦窗口W.VarGrad函数计算公式为

FVarGrad＝∑
８

i＝１
F(Wi)
Var ×F(Wi)

Grad, (９)

０８１８０１Ｇ３
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式中Wi 为聚焦窗口中的８个子图之一,F(Wi)
Var 为Wi 内所有像素的灰度方差,F(Wi)

Grad 为Wi 内每个像素的梯度

值之和,计算公式为

F(Wi)
Grad ＝∑

x,y
I(x＋２,y)－I(x,y)× I(x,y＋２)－I(x,y)[ ] . (１０)

　　相比Brenner函数,改进后的梯度函数不仅考虑了水平方向的二阶梯度,还考虑了垂直方向的二阶梯

度,因此,在不增加计算量的前提下,梯度函数能更全面地反映整幅图像的局部梯度变化.
从(９)式可以看到,VarGrad函数采取相乘的策略将基于全局灰度变化的统计函数与基于局部灰度变化

的梯度函数相结合.由于梯度函数和统计函数都具有无偏性,即函数最大值恰好与聚焦平面一致,可以得

出,二者乘积的最大值也与聚焦平面重合.因此,VarGrad函数具有无偏性.梯度函数和统计函数都具有单

调性,即随着离焦量的增加,函数值单调下降,且二者在相同区间的单调性相同,由此可以得出,二者乘积在

相同区间也具有相同的单调性,且在离焦量相同的情况下,乘积单调下降的幅度更大.因此,从理论上分析

可知,VarGrad函数应具有更高的灵敏度.
当图像细节较少时,VarGrad函数性能主要由灰度方差决定;当图像细节丰富时,VarGrad函数值的变

化率主要由梯度值决定.因此,VarGrad函数还可以有效解决图像细节丰富程度不同时聚焦性能不稳定的

问题.由于全局灰度变化值和局部灰度变化值的量纲不同,将二者相乘还可以有效避免加权叠加的权重系

数不易确定的问题.在实时性方面,由于聚焦窗口的面积为原图面积的１/２,灰度方差和梯度函数本身运算

速度较快,因此VarGrad函数的计算量较小.

４　实验结果与分析
４．１　定量评价指标

一个好的图像聚焦函数应当具备无偏性、单峰性、锐利性(灵敏度)、抗噪性和实时性等特性.一般情况

下,只要不存在多个清晰层面,一个正确的图像聚焦函数都满足无偏性和单峰性.因此,实验重点为灵敏度、
抗噪性和实时性的定量评估.设计５个定量评价指标:清晰度比率、陡峭度、清晰度变化率、局部波动量和算

法耗时.
为了减少背景噪声对聚焦函数性能评价的干扰,设定阈值T＝１０,T 是根据大量不同类型图像的聚焦

实验结果得出的经验值.为了公平评价各类聚焦函数,实验中只统计大于T 的函数值的总和.另外,由于

各类不同的聚焦函数具有不同的量纲,为了便于比较,对所有函数进行归一化处理,使每个函数的最大值均

为１.归一化处理后的函数值为

f′i＝
fi

fmax
, (１１)

式中fi 为第i幅图像的聚焦函数值,fmax为图像序列中所有聚焦函数的最大值.

　　１)清晰度比率

清晰度比率R 定义为聚焦函数最大值与最小值的比率:

R＝
fmax

fmin
, (１２)

式中fmax 和fmin 分别为聚焦函数最大值和最小值.清晰度比率越高,说明清晰图像和模糊图像的区别越

大,聚焦性能越优.

２)陡峭度

陡峭度S 定义为聚焦函数最大值与离焦量δ处函数值的变化率:

S＝
２fmax－fmax＋δ －fmax－δ

２δ
, (１３)

式中fmax±δ为横坐标变化δ时的函数值.S 越大,说明聚焦平面附近的函数值变化越剧烈,越容易找到最佳

聚焦平面,即灵敏度越高.实验中δ＝３.
３)清晰度变化率

清晰度变化率G 定义为聚焦位置某个邻域[－δ,δ]内聚焦函数值斜率的平均值:

０８１８０１Ｇ４
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G＝
１
δ ∑

０

i＝ －δ＋１
fmax＋i－fmax＋i－１( ) ＋

１
δ∑

δ－１

i＝０
fmax＋i－fmax＋i＋１( ) , (１４)

式中fmax＋i为横坐标变化i时的函数值.G 越大,说明聚焦平面邻域内函数值的综合变化越快,灵敏度越

高.与陡峭度相比,清晰度变化率能更精细地反映聚焦平面附近函数值的变化情况.实验中δ＝２.

４)局部波动量

局部波动量N 定义为局部极值与其邻域[－δ,δ]内均值的偏移量.由于图像中存在噪声,部分聚焦函

数会出现局部极值,特别是远离聚焦位置时不再满足单调性.通过计算局部波动量衡量其抗噪性.N 可表

示为

N ＝∑
n

j＝１
fj －

１
２δ ∑

j＋δ

i＝j－δ,i≠j
fi , (１５)

式中j为聚焦函数呈现局部极值(可能为局部极小值或局部极大值)的图像序号,fj 为局部极值,i表示第j
幅图像邻域范围内的图像序号,n 为局部极值的个数.实验中δ＝１.N 越大,说明函数波动越剧烈,抗噪性

越差,反之则抗噪性越强.

５)算法耗时

理想的聚焦函数应当满足实时性,即算法耗时t越小越好.

t＝tf(x)[ ] . (１６)

４．２　实验分析

为了说明VarGrad函数在图像细节丰富和细节很少时都具备很好的性能,实验采用两组不同的外周血

细胞图像序列.样本 A共３１幅图,步长为０．４μm,聚焦位置在第１９幅图像;样本B共１９幅图,步长为

２μm,聚焦位置在第１０幅图像;图像大小均为２０４８pixel×１５３６pixel.图２所示为每组图像序列中的３幅

典型图 像,分 别 为 深 度 离 焦 图 像、离 焦 图 像 和 聚 焦 图 像,来 自 样 本 A 和 样 本 B.测 试 条 件:

CPUIntel®Core(TM)i５５２００U ＠２．２０GHz;内存４GB;软件采用VC＋＋６．０编程实现.

图２ 两个样本不同离焦程度下的图像.(a)样本A的深度离焦图像;(b)样本A的离焦图像;(c)样本A的聚焦图像;
(d)样本B的深度离焦图像;(e)样本B的离焦图像;(f)样本B的聚焦图像

Fig敭２ Imagesfromtwodifferentsampleswithdifferentdefocusdegrees敭

 a DeeplydefocusedimageofsampleA  b defocusedimageofsampleA  c focusedimageofsampleA 

 d deeplydefocusedimageofsampleB  e defocusedimageofsampleB  f focusedimageofsampleB

将提出的VarGrad函数与典型的几种聚焦函数进行对比实验.选取SMD、SML、Brenner和Tenengrad这４
种梯度函数;统计函数中归一化灰度方差与灰度方差的性能十分相近,因此只选用Var函数进行对比.分别从
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归一化聚焦函数曲线和单项性能评价指标两方面对这６种聚焦函数进行评价.样本A和样本B的归一化聚焦

函数曲线分别如图３(a)、(b)所示;样本A和样本B在清晰度比率、陡峭度、清晰度变化率、局部波动量和算法耗

时５种定量评价指标上的对比结果分别如表１和表２所示,其中的最佳结果数据均用粗体标出.
如图３(a)所示,当图像细节丰富时,几种归一化后的函数值在聚焦曲线峰值左侧比较接近,但在聚焦曲

线峰值右侧的差异较明显.VarGrad函数曲线位于最内侧,说明在聚焦平面附近具有最佳灵敏度,

Tenengrad和Brenner函数的灵敏度次优,SMD和SML的灵敏度较差,而Var函数的灵敏度最差.表１所

示的定量评价结果与图３(a)所示的定性评价结果相似,VarGrad、Tenengrad、Brenner、SMD、SML和Var函

数的R、S、G 这３个指标均依次递减;VarGrad函数具有明显的优势,R、S、G 这３个指标分别比次优的

Tenengrad函数高出４８７０％、３１．２％、５３．４％;从算法耗时t的对比结果来看,VarGrad函数的实时性仅次于

Var函数;４种梯度函数的性能均优于Var函数.图３(a)和表１数据说明,当图像细节丰富时,基于局部灰

度变化的梯度函数的灵敏度比基于全局灰度变化的统计函数更高;与仅基于局部灰度变化的梯度函数相比,
结合局部和全局灰度变化的VarGrad函数的灵敏度更高,更能反映图像的清晰度变化.

从图３(b)可以看出,VarGrad函数的灵敏度最高;尽管Tenengrad函数和Brenner函数在聚焦平面附

近灵敏度较高,但随着离焦量的增大,４种梯度函数的曲线形态都趋于平缓;Var函数虽然在聚焦平面的灵

敏度不高,但在离焦位置仍呈现明显的单调性.从表２也可以看出,VarGrad函数的R、S、G 仍具有明显的

优势,分别高出次优指标２５５．３％、４６．９％、４８．５％;除G 指标低于Tenengrad函数和Brenner函数之外,Var
函数在其他４种指标上均超过了４种梯度函数,这与图３(b)的结果是一致的.因此,图３(b)和表２数据均

说明,当图像细节较少时,基于全局灰度变化的统计函数的抗噪性比基于局部灰度变化的梯度函数更强;与
仅基于全局灰度变化的统计函数相比,结合局部灰度变化和全局灰度变化的VarGrad函数的灵敏度更高,
更适用于评价图像的清晰度.

综上所述,从图３定性评价结果来看,VarGrad函数在两组实验中的曲线形态最为理想:聚焦位置附近

形状最尖锐,远离聚焦位置时函数值接近于零,且曲线整体位于其他所有曲线的内侧.从５个定量评价指标

对比结果来看,综合局部和全局灰度变化的VarGrad函数无论图像细节是否丰富都具有最佳的清晰度比

率、陡峭度、清晰度变化率和局部波动量.在算法耗时方面,VarGrad函数也优于传统的梯度函数,仅在图像

细节较少时略次于灰度方差函数,满足显微镜成像系统自动聚焦的实时性需求.

图３ 归一化聚焦函数曲线.(a)样本A;(b)样本B
Fig敭３ Normalizedfocusingfunctioncurves敭 a SampleA  b sampleB

表１　单项评价指标(样本A)
Table１　EvaluationindexesofsampleA

Function R S G N t/ms
SMD ３１３ １．１６ ０．１２３ ０ ３５
SML ６７８ ０．９５ ０．１６５ ０ ５４
Brenner １３４２ １．２５ ０．１６７ ０ ２２
Tenengrad １４５４ １．２８ ０．１７４ ０ ６１
Var ２３４ １．０４ ０．１３０ ０ １７

VarGrad ７２５０６ １．６８ ０．２６７ ０ ２１
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表２　单项评价指标(样本B)

Table２　EvaluationindexesofsampleB

Function R S G N t/ms
SMD １．４８ ０．４８ ０．１１５ ０．０１６ ４２
SML ２．５７ ０．８６ ０．２１１ ０．０２４ ５５
Brenner ２．７１ １．０６ ０．２５７ ０．００９ ３５
Tenengrad ２．７３ １．０９ ０．２６４ ０．００７ ６３
Var ４．５２ １．１３ ０．２３３ ０ １７

VarGrad １６．０６ １．６６ ０．３９２ ０ ２４

５　结　　论
根据显微图像的特点,提出的VarGrad函数综合了梯度函数和统计函数的优势,既提高了函数的灵敏

度,又减少了计算量.由于综合考虑了图像的全局和局部灰度变化,当图像细节丰富时,局部灰度变化剧烈;
当图像细节较少时,全局灰度变化更显著.因此,无论图像细节是否丰富,VarGrad函数都呈现非常高的灵

敏度.实验结果表明,在两组图像细节丰富程度不同的显微图像序列上,VarGrad函数的灵敏度高于典型的

梯度函数和统计函数.VarGrad函数已应用于显微镜自动调焦系统中.
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