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极小景深条件下显微镜大范围聚焦算法

翟永平１　周东翔１　刘云辉２
１ 国防科技大学电子科学与工程学院，湖南 长沙４１００７３

２ 香港中文大学机械与自动化工程系，（ ）中国 香港

摘要　自动聚焦是全自动显微成像中的一项关键技术。为了克服已有聚焦算法对聚焦起始点敏感及聚焦范围过

小的问题，从分析大范围聚焦曲线形态入手，依据离焦距离、初始搜索方向和初始搜索范围等参量和曲线形态参数

间的制约关系，将聚焦划分为六种类型，极值搜索中结合聚焦函数值的变化信息并通过启发式方式将未知类型转化

为基本型，从而实现了大范围聚焦到小范围聚焦的转换。然后在聚焦曲线陡峭区范围内对曲线进行高斯拟合以获取

最优焦平面。基于自行研发的全自动显微镜系统对提出的算法进行了验证，实验结果证明了该算法的有效性。

关键词　显微术；自动聚焦；极值搜索；景深；聚焦函数；高斯拟合

中图分类号　Ｏ４３６　　　文献标识码　Ａ　　　犱狅犻：１０．３７８８／犃犗犛２０１２３２．０４１８００１

犔犪狉犵犲犚犪狀犵犲犃狌狋狅犳狅犮狌狊犻狀犵犃犾犵狅狉犻狋犺犿犳狅狉犕犻犮狉狅狊犮狅狆狔狑犻狋犺犛犿犪犾犾犇犲狆狋犺狅犳犉犻犲犾犱

犣犺犪犻犢狅狀犵狆犻狀犵
１
　犣犺狅狌犇狅狀犵狓犻犪狀犵

１
　犔犻狌犢狌狀犺狌犻

２

１犆狅犾犾犲犵犲狅犳犈犾犲犮狋狉狅狀犻犮狊犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犖犪狋犻狅狀犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犇犲犳犲狀狊犲犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，

犆犺犪狀犵狊犺犪，犎狌狀犪狀４１００７３，犆犺犻狀犪

２犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犕犲犮犺犪狀犻犮犪犾犪狀犱犃狌狋狅犿犪狋犻狅狀犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犆犺犻狀犲狊犲犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犎狅狀犵犓狅狀犵，犎狅狀犵犓狅狀犵，

烄

烆

烌

烎犆犺犻狀犪

犃犫狊狋狉犪犮狋　犃狌狋狅犳狅犮狌狊犻狀犵犻狊狅狀犲狅犳狋犺犲犽犲狔犻狊狊狌犲狊犻狀犪狌狋狅犿犪狋犻犮犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔．犜犺犲狋狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾犿犲狋犺狅犱狊狊狌犳犳犲狉犳狉狅犿狋犺犲

狊犿犪犾犾狊犲犪狉犮犺狉犪狀犵犲犪狀犱犪狉犲狊犲狀狊犻狋犻狏犲狋狅狋犺犲狊狋犪狉狋犻狀犵狆狅狊犻狋犻狅狀．犃狀犪狌狋狅犳狅犮狌狊犻狀犵犪犾犵狅狉犻狋犺犿犳狅狉犵狌犻犱犻狀犵犪狌狋狅犿犪狋犻犮狊犲犪狉犮犺

狅犳狋犺犲狅狆狋犻犿犪犾犳狅犮犪犾狆犾犪狀犲狌狀犱犲狉犾犪狉犵犲狊犲犪狉犮犺狉犪狀犵犲犳狅狉犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔狑犻狋犺狊犿犪犾犾犱犲狆狋犺狅犳犳犻犲犾犱犻狊狆狉狅狆狅狊犲犱．犜犺犲

犪狌狋狅犳狅犮狌狊犻狀犵狆狉狅犮犲犱狌狉犲狊犪狉犲犱犻狏犻犱犲犱犻狀狋狅狊犻狓狋狔狆犲狊，犻狀犮犾狌犱犻狀犵狋狑狅犫犪狊犻犮狋狔狆犲狊犪狀犱犳狅狌狉犮狅犿狆犾犲狓狋狔狆犲狊，犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲

犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀狊狅犳狋犺犲犱犲犳狅犮狌狊犱犻狊狋犪狀犮犲，狋犺犲狊犲犪狉犮犺犱犻狉犲犮狋犻狅狀，狋犺犲狊犲犪狉犮犺狉犪狀犵犲犪狀犱狋犺犲狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳狋犺犲犳狅犮狌狊犻狀犵犮狌狉狏犲．

犜犺犲狀，狋犺犲犮狅犿狆犾犲狓狋狔狆犲狊犪狉犲狋狉犪狀狊犳狅狉犿犲犱犻狀狋狅狋犺犲犫犪狊犻犮狋狔狆犲狊狌狊犻狀犵狋犺犲犮犺犪狀犵犲狊犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狏犪犾狌犲狊狅犳狋犺犲

犳狅犮狌狊犻狀犵犳狌狀犮狋犻狅狀狊．犜犺犲狉犲犳狅狉犲，狋犺犲犾犪狉犵犲狊犲犪狉犮犺狉犪狀犵犲犻狊狋狉犪狀狊犳狅狉犿犲犱犻狀狋狅狊犿犪犾犾狊犲犪狉犮犺狉犪狀犵犲犪狀犱狋犺犲狋狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾

犲狓狋狉犲犿狌犿狊犲犪狉犮犺犿犲狋犺狅犱，犻．犲．犌犪狌狊狊犻犪狀犮狌狉狏犲犳犻狋狋犻狀犵犿犲狋犺狅犱犮犪狀犫犲狌狊犲犱犳狅狉犵狌犻犱犻狀犵犪狌狋狅犿犪狋犻犮狊犲犪狉犮犺狅犳狅狆狋犻犿犪犾

犳狅犮犪犾狆犾犪狀犲．犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犻狀狏犲狊狋犻犵犪狋犻狅狀犺犪狊犫犲犲狀犮狅狀犱狌犮狋犲犱狋狅犱犲犿狅狀狊狋狉犪狋犲狋犺犲狏犪犾犻犱犻狋狔狅犳狋犺犲狆狉狅狆狅狊犲犱犿犲狋犺狅犱．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔；犪狌狋狅犳狅犮狌狊犻狀犵；犲狓狋狉犲犿狌犿狊犲犪狉犮犺；犱犲狆狋犺狅犳犳犻犲犾犱；犳狅犮狌狊犻狀犵犳狌狀犮狋犻狅狀；犌犪狌狊狊犻犪狀犳犻狋狋犻狀犵

犗犆犐犛犮狅犱犲狊　１８０．５８１０；１００．２０００；１１０．１０８５

　　收稿日期：２０１１０９１４；收到修改稿日期：２０１１１０３１

基金项目：国家自然科学基金（６０９７５０２３）资助课题。

作者简介：翟永平（１９８２—），男，博士研究生，主要从事医学图像处理、医疗机器人等方面的研究。

Ｅｍａｉｌ：ｔａｌｋｓｈｏｗ８８＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

导师简介：刘云辉（１９６５—），男，博士，教授，博士生导师，主要从事机器人学、机电系统和计算机视觉等方面的研究。

Ｅｍａｉｌ：ｙｈｌｉｕ＠ｍａｅ．ｃｕｈｋ．ｅｄｕ．ｈｋ

１　引　　言

基于图像处理的被动式聚焦在显微镜自动聚焦

中得到了广泛应用，这种聚焦方式不依赖于任何测

距设备，仅利用获取的序列数字图像分析系统的聚

焦状态，并按照一定的搜索策略控制电机反复调节

镜头或载物台位置，直到获取最清晰的图像［１］。被

动式聚焦主要涉及两个关键问题：一个是聚焦测度，

即如何评价图像的聚焦或清晰程度，针对此问题很

多学者提出各种聚焦评价函数，典型的有灰度差分

函数［２］、Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数
［３］和改进拉普拉斯算子

（ＳＭＬ）函数
［４］等；另外一个问题是极值搜索策略，

即如何快速可靠地找到聚焦函数的极大值点，从而

０４１８００１１
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完成自动聚焦。目前已提出的极值搜索策略很多，

典型的有盲人爬山算法［５，６］、曲线拟合算法［４］和

Ｆｉｂｏｎａｃｃｉ算法
［７］等。在一般的应用中，这些算法均

可成功搜索到焦平面，不同算法之间的区别主要体

现在聚焦速度的快慢上。但在显微镜自动聚焦中，

由于系统景深非常小，比如采用１００倍物镜（油镜）、

数值孔径为１．２５时，其景深一般在０．５μｍ左右，

而另一方面聚焦起始点跟焦平面之间的距离（称为

离焦距离）相对于系统景深而言数值非常大（称这种

情况为大范围聚焦），这种情况下，聚焦函数值往往

仅在焦平面附近具有显著变化，而在远离焦平面时

聚焦函数值无显著变化。以上几种传统算法均假设

在整个聚焦范围内，聚焦函数值有显著变化，因此无

法处理大范围聚焦的情况。文献［８］通过分析聚焦

曲线形态，提出了大范围聚焦面临的问题，但是没有

给出有效的解决方案。

本文从分析聚焦曲线形态入手，首先给出大范

围聚焦的数学定义。然后依据离焦距离、搜索范围

和曲线形态参数间的制约关系，将聚焦中可能遇到

的情况划分为六种类型，其中两种为基本型，也是传

统聚焦算法所考虑的情况，其他几种类型较为复杂，

极值搜索中结合聚焦函数值的历史变化信息并通过

启发式方式将这些复杂类型转化为基本型，从而实

现了大范围聚焦到小范围聚焦的转换。然后在聚焦

曲线陡峭区范围内对曲线进行高斯拟合以获取最优

焦平面。最后，基于自行研发的全自动显微镜系统

对提出的算法进行了验证，实验结果证明了该算法

的有效性。

２　聚焦曲线形态分析及聚焦相对范围数

２．１　聚焦函数

目前提出的聚焦函数非常多，这些函数可以分

为三类：１）基于图像梯度的聚焦函数，典型的有差异

和 模 块 （ＳＭＤ）函 数
［２］、Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ 函 数

［３］ 和

Ｂｒｅｎｎｅｒ函数
［９］等；２）基于频域的函数，比如基于小

波变换的函数［１０，１１］等；３）基于图像统计信息及自相

关的函数，比如灰度方差函数［１２］等。目前应用最为

广泛的是基于图像梯度的聚焦函数，这类函数计算

简单，抗噪性能较强。另外，方差函数在很多应用中

也有不错的性能。下面给出几个典型的聚焦函数。

１）ＳＭＤ函数

犉ＳＭＤ ＝∑
狓，狔

［狘犵（狓，狔）－犵（狓，狔－１）狘＋

狘犵（狓，狔）－犵（狓－１，狔）狘］， （１）

函数中犵（狓，狔）代表图像在（狓，狔）点处的灰度值，下

同；

２）ＳＭＬ函数

犉ＳＭＬ ＝∑
狓，狔

［狘２犵（狓，狔）－

犵（狓－１，狔）－犵（狓＋１，狔）狘＋狘２犵（狓，狔）－

犵（狓，狔－１）－犵（狓，狔＋１）狘］
２； （２）

　　３）Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数

犉Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ＝∑
狓，狔

［犌２狓（狓，狔）＋犌
２
狔（狓，狔）］， （３）

式中犌狓（狓，狔）和犌狔（狓，狔）分别为图像狓、狔方向的一

阶ｓｏｂｅｌ算子差分；

４）Ｂｒｅｎｎｅｒ函数

犉Ｂｒｅｎｎｅｒ＝∑
狓，狔

狘犵（狓，狔）－犵（狓＋２，狔）狘
２；（４）

　　５）方差函数（Ｖａｒ）

犉Ｖａｒ＝∑
狓，狔

［犵（狓，狔）－珚犵］
２， （５）

式中珚犵为图像灰度的均值。

２．２　聚焦曲线形态分析

在显微镜成像过程中，在焦平面处获取的图像

最为清晰而在焦平面两侧获取的图像则逐步模糊。

相应地，理想的聚焦函数应该在焦平面处取得最大

值，而在焦平面附近随着图像模糊程度的加剧，聚焦

函数值急剧下降。当目标（或载物台）离开焦平面一

定距离后，图像中几乎看不到任何内容，这时如果继

续远离焦平面，图像的清晰程度不会产生显著变化，

相应地聚焦函数值的变化也非常缓慢，此时其值的

波动主要是受随机噪声的影响。图１（ａ）给出了

ＳＭＤ，ＳＭＬ，Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ，Ｂｒｅｎｎｅｒ和方差函数的聚焦

曲线图，图中纵坐标为归一化的聚焦函数值，横坐标

代表图像索引号，范围从－９７～９７共１９５幅图像，

相邻图像间采集步长（光轴方向距离）为０．４μｍ，索

引号为０处代表该图像在焦平面处获取，索引号绝

对值越大代表该图像离焦平面越远。从图１（ａ）可

看出，无论哪种聚焦函数，其聚焦曲线在整个聚焦范

围内（从－９７～９７），只有在焦平面附近是“陡峭”的，

而在远离焦平面的区域，聚焦曲线显得较为“平缓”。

为了描述聚焦函数曲线的这种特性，将曲线划分为

陡峭区和平缓区如图１（ｂ）所示，陡峭区宽度是有限

的，用犠Ｓ表示，平缓区则分布在陡峭区两侧，随着

图像离焦程度的加剧，其宽度也无限延伸。在陡峭

区，横坐标（图像索引）的任何轻微改变都将引起聚

焦函数值的剧烈变化，而在平缓区，横坐标的变化不

会引起聚焦函数值的显著变化。进一步，将陡峭区

划分为左陡峭区和右陡峭区，其宽度分别用犠ＬＳ和

０４１８００１２
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犠ＲＳ表示，相应地，平缓区也可以分为左平缓区和右

平缓区，左右平缓区跟陡峭区的分界点分别称为左

临界点和右临界点。

图１ （ａ）典型聚焦函数曲线形态；（ｂ）聚焦曲线陡峭区和平缓区的划分

Ｆｉｇ．１ （ａ）Ｔｙｐｉｃａｌｃｕｒｖｅｓ；（ｂ）ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓ（ｆｌａｔｐａｒｔａｎｄｓｔｅｅｐｐａｒｔ）ｏｆｔｈｅｆｏｃｕｓｉｎｇｃｕｒｖｅ

　　 设（狕犻，犳犻）（其中犻＝１，２，３，…）为聚焦曲线上

的离散点列，这些点列在聚焦曲线上的位置从左到

右排列，反映了图像由模糊到清晰再到模糊的过程，

为了准确定位临界点，将满足以下条件的第一个点

（狕狀，犳狀）（从左到右的顺序）作为左临界点

犳狀

珚犳狀－１
＞γ， （６）

式中γ为比例系数，其取值大于１，珚犳狀－１为前狀－１个

点的聚焦函数值的平均值，即

珚犳狀－１ ＝
１

狀－１∑
狀－１

犻＝１

犳犻， （７）

此时左临界点坐标狕ｌｃｐ＝狕狀，犳ｌｃｐ＝犳狀。若用（狕ｆｐ，犳ｆｐ）

代表焦平面点的坐标，那么左陡峭区宽度由下式决

定：

犠ＬＳ＝狘狕ｌｃｐ－狕ｆｐ狘×Δ犛， （８）

式中Δ犛为相邻图像间的采集步长。采用同样的方

式按照从右至左的顺序可以获取右临界点的坐标。

从而右陡峭区宽度犠ＲＳ为

犠ＲＳ＝狘狕ｒｃｐ－狕ｆｐ狘×Δ犛， （９）

　　整个陡峭区宽度为左右陡峭区宽度之和：

犠Ｓ＝犠ＬＳ＋犠ＲＳ＝狘狕ｒｃｐ－狕ｌｃｐ狘×Δ犛．（１０）

　　由于显微镜系统的前后景深不是严格相等的，

因此聚焦曲线的左陡峭区和右陡峭区宽度也不严格

相等，但差距不大，在精度要求不高的情况下可近似

认为

犠ＬＳ＝犠ＲＬ ＝
１

２
犠Ｓ＝犠０．５， （１１）

式中犠０．５称为陡峭区的单边宽度。通过实验发现，

陡峭区宽度主要受显微镜系统景深、图像内容和聚

焦函数的影响，显微镜系统景深越大，陡峭区宽度越

大。当显微镜系统景深确定时，图像内容的丰富程

度对陡峭区宽度有着决定性影响，图像内容越丰富，

陡峭区宽度越大。另外，不同的聚焦函数其陡峭区

宽度也存在较大差异，详细分析见实验部分。

需要指出的是，在自动聚焦中，陡峭区宽度是一

个非常重要的参量，直接决定着聚焦搜索过程最大

步长Δ犛ｍａｘ的选取，在以往的研究中，搜索步长的选

取非常随意，往往在粗聚焦阶段选取很大的步长，但

若步长过大，则有可能导致聚焦中前后两个采样点

分别落在聚焦曲线的左右平缓区，也即聚焦过程“直

接跨越”了聚焦曲线的陡峭区“而不自知”，这种情况

下会误认为聚焦还在平缓区进行，从而导致聚焦的

失败。因此，为了保证在任何情况下聚焦过程都能

到达陡峭区从而找到焦平面，聚焦的最大步长必须

小于陡峭区宽度，也即

Δ犛ｍａｘ＜犠Ｓ． （１２）

２．３　聚焦相对范围数

若在某次自动聚焦行为中，聚焦起始点犛跟显

微镜系统焦平面间的距离为犇（称为离焦距离），将

该距离跟聚焦函数陡峭区单边宽度的比值定义为聚

焦相对范围数犖Ｆ：

犖Ｆ ＝
犇
犠０．５

＝２
犇
犠Ｓ

． （１３）

　　根据此定义，当聚焦起始点位于焦平面时，由

于犇＝０，因此犖Ｆ ＝０；当聚焦起始点位于陡峭区

时，０＜犇≤１／２犠Ｓ，因此０＜犖Ｆ≤１；当聚焦起始

点位于平缓区时，犇＞１／２犠Ｓ，因此犖Ｆ＞１；随着聚

焦起始点逐渐远离焦平面，犖Ｆ 也逐渐增大。另一方

面，当离焦距离犇给定时，聚焦函数陡峭区宽度犠Ｓ

越小（往往意味着显微镜系统的景深很小、图像内容

非常稀疏），聚焦相对范围数犖Ｆ 越大。因此所谓的

大范围聚焦实际上指的是聚焦的相对范围数较大，
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而不仅仅是离焦距离较大。

３　大范围聚焦极值搜索策略

３．１　聚焦类型

在显微镜自动聚焦中，聚焦起始点犛跟焦平面

间的相对方向关系是未知的，因此初始搜索方向只

能随机选取，可能选对（朝靠近焦平面的方向搜索），

也可能选错（朝远离焦平面的方向搜索）。同时，离

焦距离犇跟聚焦函数陡峭区单边宽度犠０．５间的关

系也是未知的，从而聚焦相对范围数犖Ｆ 也未知，聚

焦范围可能很大，也可能很小。在聚焦过程中，搜索

不能无限进行，还必须给定合理的初始搜索范围犚，

该搜索范围必须大于陡峭区单边宽度的２倍，即

犚＞２犠０．５． （１４）

　　归纳初始搜索方向、离焦距离犇、陡峭区单边宽

度犠０．５以及初始搜索范围犚之间的关系，聚焦中可

能出现的情况有如下６种：

（１）初始搜索方向朝焦平面靠近，且 犇 ≤

犠０．５＜１／２犚，如图２（ａ）所示；

（２）初始搜索方向朝焦平面靠近，且犠０．５＜犇＜

犚，如图２（ｂ）所示；

（３）初始搜索方向朝焦平面靠近，且犚≤犇 ＜

犚＋犠０．５，如图２（ｃ）所示；

（４）初始搜索方向远离焦平面，且犇＜犠０．５，即

犖Ｆ ＜１，如图２（ｄ）所示；

（５）初始搜索方向远离焦平面，且犇≥犠０．５，即

犖Ｆ ≥１，如图２（ｅ）所示；

（６）初始搜索方向朝焦平面靠近，且犇 ≥犚＋

犠０．５，如图２（ｆ）所示。

以上第（１）和第（２）种类型是最为简单的两种类

型，焦平面在初始搜索范围犚内，聚焦函数值犉首

先增加，然后减小，因此初次搜索即可找到焦平面，

称这两种为基本型。实际上，在基于聚焦函数分析原

理的自动聚焦中，极值搜索都必须经历犉值先增加

后减小的过程才能表明搜索过程已经“跨越”了焦

平面，然后或采取小步长反向搜索或曲线拟合方式

找到焦平面。因此，在自动聚焦过程中，无论初始搜

索方向跟其他参量之间的关系符合以上６种类型中

的哪一种，最终都必须转化为基本型才能成功找到

焦平面。因此，搜索算法设计的关键是准确判断当

前聚焦过程的类型，并采取有效的方法将当前聚焦

类型转化为基本型，从而实现自动聚焦。

图２ 聚焦类型划分（依据初始搜索方向、初始搜索范围、离焦距离及陡峭区半宽度之间的关系）

Ｆｉｇ．２ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｃｕｓｉｎｇｐｒｏｃｅｄｕｒｅｔｙｐｅｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎａｍｏｎｇｔｈｅｓｅａｒｃｈｒａｎｇｅ，ｔｈｅｓｅａｒｃｈｄｉｒｅｃｔｉｏｎ，

ｔｈｅｄｅｆｏｃｕｓｄｉｓｔａｎｃｅａｎｄｔｈｅｈａｌｆｗｉｄｔｈｏｆｔｈｅｓｔｅｅｐｐａｒｔｏｆｆｏｃｕｓｃｕｒｖｅ

３．２　犉值变化的有效性

设犉狀－１，犉狀 为搜索范围犚 内相邻采样点的聚焦

函数值，定义聚焦函数犉狀 的变化有效性因子如下：

犆犳狀 ＝

犉狀－犉狀－１
ｍｉｎ（犉狀，犉狀－１）

，ｉｆ　狀≥１

０， ｉｆ　狀＝

烅

烄

烆 ０

， （１５）

　　并规定：若犆犳狀 ＞ε，说明聚焦函数值犉狀“有效
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增加”，并将当前搜索过程中值连续“有效增加”的

次数记为犐ｃｎｔ，犉值每“有效增加”１次，犐ｃｎｔ便增加１；

若－ε≤犆犳狀≤ε，说明聚焦函数值犉狀无明显变化，

并将当前搜索过程中犉值连续无明显变化的次数记

为犝ｃｎｔ，犉值每“无明显变化”１次，犝ｃｎｔ便增加１；若

犆犳狀 ＜－ε，说明聚焦函数值犉狀“有效减小”，搜索过

程一旦遇到这种情况，说明正在远离焦平面，必须停

止继续前进，因此犉值“有效减小”的次数只能为１，

故不予定义。前述ε为一大于零的常数，称为局部极

值因子，定义为

ε＝
犉ＬｏｃａｌＭａｘ－犉ＬｏｃａｌＭｉｎ

犉ＬｏｃａｌＭｉｎ
， （１６）

式中犉ＬｏｃａｌＭａｘ和犉ＬｏｃａｌＭｉｎ分别为聚焦函数平缓区的极

大值和极小值，局部极值因子ε的大小主要取决于

噪声因素，另外跟聚焦函数、图像内容的丰富程度也

有一定关系，在实际聚焦过程中可通过实验的方式

测定。

犉值变化的有效性概念实际上是将“凹凸不平”

的聚焦曲线人为的进行了“平滑”，尤其是在聚焦曲

线的平缓区，当图像受噪声影响非常大时，虽然图像

的清晰度没有任何变化，但是聚焦曲线却显得“坑坑

洼洼”，其犉值一直处于波动状态。引入犉值变化

的有效性后，这些犉值的波动都会被忽略，认为犉

值“无明显变化”，从而克服了噪声对犉值变化判决

的影响。

３．３　聚焦类型判决及转换

在基于聚焦函数分析的自动聚焦中，不同采样

点处聚焦函数值犉的相对变化情况反映了系统当

前的聚焦状态：若犉值持续有效增加，说明搜索过

程正在靠近焦平面；若犉值持续有效减小，说明正

在远离焦平面；若犉值无明显变化，说明搜索过程

正在平缓区进行，无法判明聚焦方向。分析前述六

种类型的聚焦函数犉值变化情况可发现，在整个初

始搜索范围内，不同类型其犉值的变化情况是不同

的，因此可以根据犉的变化情况对聚焦过程的类型

做出判断，具体为：

１）若犉首先持续有效增加，然后持续有效减

小，则为第（１）型；

２）若犉首先在小范围内波动，然后持续有效增

加，最后持续有效减小，则为第（２）型；

３）若犉首先在小范围波动，然后持续有效增

加，则为第（３）型；

４）若犉持续有效减小，则为第（４）型；

５）若犉一直在小范围波动，没有明显增大或减

少的趋势，则为第（５）或第（６）型。

明确聚焦类型后，可采取不同的策略将它们转

化为基本型。对于第（３）型，只需将搜索范围扩大，

保持搜索方向不变即可转化为基本型；对于第（４）

型，只需改变搜索方向即可转化为基本型。而第（５）

和第（６）种类型较为复杂，这也是大范围聚焦中经常

遇到的情况，而传统的聚焦算法对此则没有考虑。

这两种类型虽然搜索方向一个朝焦平面靠近［第（６）

型］，而另一个远离焦平面［第（５）型］，但由于搜索过

程一直在平缓区进行，导致它们的聚焦函数值犉的

变化情况没有显著差异，因而无法通过犉的变化情

况对当前聚焦过程的类型做出判断。对这两种类

型，进行统一处理，通过不断扩展搜索范围和反复改

变搜索方向的方式，直至转化为基本型。具体可采

用两种实现方式：

方式一：反向扩展搜索范围法（反向扩展法）

如图３（ａ）所示，从当前搜索终点犈开始，转换

图３ （ａ）反向扩展搜索范围法；（ｂ）同向扩展搜索范围法

Ｆｉｇ．３ （ａ）Ｓｅａｒｃｈｄｉｒｅｃｔｉｏｎｉｓｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｎｔｈｅｓｅａｒｃｈｒａｎｇｅｉｓｅｘｐａｎｄｅｄ；（ｂ）ｔｈｅｓｅａｒｃｈｄｉｒｅｃｔｉｏｎｉｓｋｅｐｔ

ａｎｄｔｈｅｓｅａｒｃｈｒａｎｇｅｉｓｅｘｐａｎｄｅｄ
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搜索方向，以大步长快速返回至原聚焦起始点犛（图

中虚线箭头所示），在实际聚焦中，由于电机存在回

程误差，因此实际返回步长犫犛 略大于初始聚焦范围

犚，若电机回程误差为Δ犇，则实际返回步长

犫犛 ＝犚＋Δ犇． （１７）

　　然后，从犛点开始，将搜索范围扩展为原范围

的２倍，保持当前搜索方向不变，开始搜索（图中实

线箭头 ② 所示）。若在此搜索过程中，犉值出现“有

效增加”的状态，说明搜索过程正在朝焦平面靠近，

聚焦过程会转化为基本型或第（３）型，而第（３）型很

容易转化为基本型；若在整个２犚搜索范围内，犉值

仍然“无明显变化”，那么从当前搜索终点犈′开始，

转换搜索方向，以大步长快速返回至上一个搜索终

点犈，保持当前搜索方向，并将搜索范围扩展为４犚，

继续搜索，如此反复，直至转化为基本型。

方式二：同向扩展搜索范围法（同向扩展法）

该方式跟反向扩展法类似，区别在于，同向扩展法

首先不转换搜索方向，而是保持原始方向不变，仅将搜

索范围扩展为原范围的２倍，进行搜索，如图３（ｂ）所

示。若在扩展搜索范围内，犉值“无明显变化”，则采取

跟反向扩展法类似的方式快速返回至上一个搜索终点

犈，保持当前方向，继续搜索，如此反复，直至转化为基

本型。

一般而言，对于第（５）型，反向扩展法较同向扩

展法效率要高，尤其是当初始搜索范围犚较大的时

候，而对于第（６）型，同向扩展法效率要高于反向扩

展法。但在实际聚焦中，无法提前预知聚焦类型，若

假设聚焦中第（５）型跟第（６）型出现的概率相同的

话，那么无论采取反向扩展法还是同向扩展法，总体

效率应该是相当的。

下面给出基于犉 值分析的聚焦类型判决及转

换的算法步骤：

１）系统标定。测定及Δ犇，给定犚及Δ犛；

２）初始化。狀←０，犐ｃｎｔ←０，犝ｃｎｔ←－１；

３）获取图像，计算犉狀 和犆犳狀；

４）判决：

ｉｆ犆犳狀 ＞ε

　　ｉｆ狀Δ犛＜犚

　　　　ｔｈｅｎ犐ｃｎｔ＋＋，跳转至步骤５）

　　ｅｌｓｅ

　　　　 做出判决：当前类型为第（３）型。跳转

至步骤６）

ｅｌｓｅｉｆ－ε≤犆犳狀≤ε

　　ｉｆ狀Δ犛＜犚

　　　　ｔｈｅｎ犝ｃｎｔ＋＋，跳转至步骤５）

　　ｅｌｓｅ

　　　　 做出判决：当前类型为第（５）型或第

（６）型．跳转至步骤８）

ｅｌｓｅ

　　ｉｆ犐ｃｎｔ＝０牔犝ｃｎｔ＝０

　　　　ｔｈｅｎ做出判决：当前类型为第（４）型．

跳转至步骤７）

　　ｅｌｓｅｉｆ犐ｃｎｔ≥１牔犝ｃｎｔ＝０

　　　　ｔｈｅｎ做出判决：当前类型为第（１）型。

　　ｅｌｓｅ

　　　　做出判决：当前类型为第（２）型；

５）移动步长Δ犛，狀←狀＋１，跳转至步骤３）；

６）保持当前搜索方向不变，将搜索范围扩展为

当前搜索范围的２倍，转化为基本型；

７）转换搜索方向，搜索范围大小不变，转化为

基本型；

８）采用反向扩展搜索范围法，直至转化为基本

型。

４　陡峭区极值搜索

当搜索过程转化为基本型后，聚焦将在陡峭区

进行。根据傅里叶光学成像原理，离焦图像可以看

成是聚焦图像跟特定的点扩展函数的卷积结果，当

离焦程度不严重时，点扩展函数可用高斯模型近似

表达。因此，在陡峭区采用高斯拟合的方式寻找最

优焦平面。设狕代表当前采样点跟焦平面之间的距

离（左边为负，右边为正），则聚焦函数值犉（狕）用高

斯模型表示如下：

犉（狕）＝犿ｅｘｐ －
（狕－μ）

２

２σ［ ］２
， （１８）

式中犿表示聚焦函数的最大值，μ为高斯均值（代表

最优焦平面的位置），σ为高斯标准差。将搜索中采

用的聚焦函数形式记为犉犡，则在第犻个采样点狕犻获

取的图像其聚焦函数值为犉犡（狕犻），其中也称为图像

索引号，在焦平面左侧其值取负，右侧取正，若采样

步长为Δ犛，则：

狕犻＝犻Δ犛． （１９）

　　采用最小二乘原理对以上模型进行数据拟合，

也即求解以下最小二乘问题

∑

犖
Ｒ

犻＝犖Ｌ

犉（狕）－犉犡（狕犻）
２
～ｍｉｎ． （２０）

式中犖Ｌ 和犖Ｒ 确定了参与拟合的数据范围，分别

称为拟合的左右限。分别令犉犡 ＝犉Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ、犉犡 ＝

０４１８００１６
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ＦＢｒｅｎｎｅｒ、犉犡 ＝犉Ｖａｒ，然后获取数据（对聚焦函数值进

行了归一化）并进行高斯拟合，其中 犖Ｌ ＝－６，

犖Ｒ ＝６，Δ犛＝０．４μｍ，拟合结果如表１所示，拟合

的优劣程度用误差平方和（ＳＳＥ）、误差均方根

（ＲＭＳＥ）及方程的决定系数（ＲＳｑｕａｒｅ）等曲线拟合

中的三个常用指标进行评价，其中ＳＳＥ 及 ＲＭＳＥ

取值范围为０到１，这两个值越接近０说明拟合误

差越小。ＲＳｑｕａｒｅ的取值范围也为０到１，该值越

接近１说明拟合曲线跟原始数据的逼近程度越好。

从拟合评价指标来看，无论是 Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数、

Ｂｒｅｎｎｅｒ函数，还是方差函数，在犻∈［－６，６］范围内

它们的实测数据跟高斯模型的拟合误差都非常小，

ＲＭＳＥ均小于０．０４，而 ＲＳｑｕａｒｅ这一重要指标也

均大于０．９７，表示高斯模型跟原始数据的逼近程度

非常好。从模型参数来看，模型均值（代表最优焦平

面的位置）跟实际数据误差最大为－０．０９９，考虑到

Δ犛＝０．４μｍ，因此实际误差仅为－０．０３９６μｍ，非

常接近焦平面。

表１ 陡峭区聚焦曲线高斯拟合结果

Ｔａｂｌｅ１ Ｇａｕｓｓｉａｎｆｉｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｔｅｅｐｐａｒｔｏｆｔｈｅｆｏｃｕｓｉｎｇｃｕｒｖｅｓ

Ｆｏｃｕｓｉｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｆｏｒｍｓ
Ｍｏｄｅｌｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ

犿 μ σ ＳＳＥ ＲＭＳＥ ＲＳｑｕａｒｅ

犉Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ １．０１１ －０．０８８６ ５．００３ ０．００６５６３ ０．０２５６２ ０．９９３１

犉Ｂｒｅｎｎｅｒ ０．９９２２ －０．０９７ ５．３３２ ０．００９６２５ ０．０３７５６ ０．９７２

犉Ｖａｒ ０．９８１９ －０．０９９ ８．３６３ ０．００９４３４ ０．０３９ ０．９７５１

图４ （ａ）大范围高斯拟合；（ｂ）陡峭区高斯拟合；（ｃ）ＲＳｑｕａｒｅ随拟合范围的变化曲线；（ｄ）ＳＳＥ随拟合范围的变化曲线

Ｆｉｇ．４ （ａ）Ｇａｕｓｓｉａｎｆｉｔｔｉｎｇｆｏｒｂｏｔｈｔｈｅｓｔｅｅｐｐａｒｔａｎｄｔｈｅｆｌａｔｐａｒｔｏｆｔｈｅｆｏｃｕｓｉｎｇｃｕｒｖｅ；（ｂ）Ｇａｕｓｓｉａｎｆｉｔｔｉｎｇｆｏｒｏｎｌｙｔｈｅ

ｓｔｅｅｐｐａｒｔｏｆｔｈｅｆｏｃｕｓｉｎｇｃｕｒｖｅ；（ｃ）ＲＳｑｕａｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｓｎｅａｒｌｙｌｉｎｅａｒｌｙａｌｏｎｇｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｆｉｔｔｉｎｇｒａｎｇｅ；

　　　　　　　　　　（ｄ）ＳＳＥｉｎｃｒｅａｓｅｎｅａｒｌｙｌｉｎｅａｒｌｙａｌｏｎｇｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｆｉｔｔｉｎｇｒａｎｇｅ

　　需要注意的是参与拟合的数据范围（简称为拟

合范围）对拟合结果影响非常大，只有在聚焦曲线的

陡峭区聚焦函数才能用高斯模型拟合，随着拟合范

围的扩大（意味着数据向聚焦曲线平缓区过渡），聚

焦函数模型越来越远离高斯模型，此时高斯拟合结

果不可用。图 ４（ａ）为 犖Ｌ ＝ －９７，犖Ｒ ＝９７ 时

Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数的拟合曲线，此时 ＲＳｑｕａｒｅ仅为

０．０８３７９，意味着实测数据跟高斯曲线相去甚远，

图４（ｂ）为犖Ｌ＝－６，犖Ｒ＝６时Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数的拟合

曲线，从曲线形态来看，实测数据跟高斯模型拟合效

果非常好。图４（ｃ）和（ｄ）分别给出了 ＲＳｑｕａｒｅ和

ＳＳＥ随着拟合范围不断增大的变化曲线（横坐标数值

为犖Ｒ－犖Ｌ，且犖Ｒ＝－犖Ｌ），显然，在聚焦曲线陡峭区

内，拟合范围对ＲＳｑｕａｒｅ和ＳＳＥ数值无明显影响，随

着拟合范围的增大，尤其当进入到平缓区后，

ＲＳｑｕａｒｅ几乎呈线性减小趋垫，而ＳＳＥ则几乎呈线性

０４１８００１７
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增加趋势，意味着实测数据跟高斯模型的拟合程度越

来越差。因此，在聚焦过程中，必须确保聚焦过程进

入陡峭区后方可采用高斯拟合方式寻找焦平面。

实际聚焦过程中，当发现聚焦函数值有效减小

后，即可停止搜索，并采用以上方式进行高斯拟合寻

找最优焦平面，然后驱动载物台返回相应的步长（要

考虑回程误差）即可到达最优焦平面。

５　实　　验

５．１　实验平台及图像数据获取

图５为全自动显微镜系统采用Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜

光路系统及大恒ＣＣＤ相机采集图像，其中物镜放大

率为１００倍（油镜），其数值孔径为１．２５，ＣＣＤ相机分

辨率为１３９２ｐｉｘｅｌ×１０４０ｐｉｘｅｌ（１４１Ｍ），整个显微镜系

统景深约为０．５μｍ，工作距离犠Ｄ 约为１９０μｍ。

载物台为自行研发的三轴运动平台，该平台在电机

的驱动下可沿犡，犢，犣三轴运动，其中犣轴传动系

统采用高精度步进电机及滚珠丝杠，步进分辨率可

达０．０２μｍ。

　　以显微镜焦平面为原点采集１幅图像，然后在

焦平面左右两侧各采集９７幅图像，相邻图像间的步

长Δ犛＝０．４μｍ。所用标本为肺结核病人的痰涂片

样本，为了更具一般性，在大量标本中选取了两组典

型样本，样本按照所观察图像中内容的多寡分别以

Ａ、Ｂ标记，其中 Ａ样本图像内容非常丰富，Ｂ样本

图像内容较少。这样，获取了两组图像数据，每组有

１９５幅图像。图６中第一行给出了Ａ组样本中几幅

典型图像，第二行给出Ｂ组样本中几幅典型图像。

图５ 自行研发的全自动显微镜系统

Ｆｉｇ．５ Ａｕｔｏｍａｔｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｓｙｓｔｅｍ

图６ 样本图像

Ｆｉｇ．６ Ｓａｍｐｌｅｉｍａｇｅｓ

５．２　参数测定

１）聚焦曲线形态参数测定

以Ａ、Ｂ两组样本为实验数据，依据（８），（９），

（１０），（１２）及（１５）式分别计算 Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数、

Ｂｒｅｎｎｅｒ函数、ＳＭＤ函数、ＳＭＬ函数、方差函数的陡

峭区宽度犠Ｓ、聚焦相对范围数犖Ｆ 以及局部极值因

子ε，结果如表２所示，其中犠Ｓ 以μｍ为单位，犖Ｆ

跟ε无单位。由于犖Ｆ 的计算和离焦距离犇 有关，

因此，仅以犇为显微镜工作距离犠Ｄ 的一半为例进

行测定，也即犇＝
犠Ｄ

２
＝
１９０

２
＝９５μｍ。

表２ 聚焦曲线形态参数测定结果

Ｔａｂｌｅ２ Ｍｅａｓｕｒｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｈａｐｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｆｏｃｕｓｉｎｇｃｕｒｖｅｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ｓａｍｐｌｅｓ 犉Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ 犉Ｂｒｅｎｎｅｒ 犉ＳＭＤ 犉ＳＭＬ 犉Ｖａｒ

犠ｓ

犖Ｆ

ε

ＳａｍｐｌｅＡ ２４ ２６．４ ３２ ２９．６ ７１．２

ＳａｍｐｌｅＢ ５．６ ５．６ ５．６ ４ １４．４

ＳａｍｐｌｅＡ ７．９１６６ ７．１９７０ ５．９３７６ ６．４１９ ２．６６８５

ＳａｍｐｌｅＢ ３３．９２８６ ３３．９２８６ ３３．９２８６ ４７．５ １３．１９４４

ＳａｍｐｌｅＡ ０．０５６ ０．０６０ ０．０７８ ０．０７６ ０．０３２

ＳａｍｐｌｅＢ ０．０６２ ０．０６８ ０．０５３ ０．０５８ ０．０３５

０４１８００１８
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　　分析以上数据，可得出如下结论：１）图像内容的

丰富程度直接影响聚焦函数陡峭区宽度犠ｓ和聚焦

相对范围数犖Ｆ，对同一个聚焦函数，图像内容越丰

富，犠Ｓ 越大，相应地犖Ｆ 越小（离焦距离犇 相同的

情况下）；２）不同的聚焦函数其陡峭区宽度也不同，

相应地其犖Ｆ 也不同，其中方差函数的陡峭区宽度

远大于其他函数，相应地，当离焦距离犇 相同时，方

差函数具有最小的犖Ｆ；３）无论取哪种聚焦函数，图

像内容丰富程度如何，当离焦距离犇取显微镜工作

距离犠Ｄ（主要由景深决定）的一半时犖Ｆ 均远大于

１，说明了在极小景深条件下，显微镜自动聚焦往往

是大范围聚焦；４）局部极值因子的大小没有呈现出

一定的规律性，这主要是由于该值受图像噪声影响

非常大，考虑到以上所有函数的局部极值因子均小

于０．０８，因此在实际聚焦中选取ε＝０．０８即可。

２）狕轴回程误差标定

借鉴文献［８］的方法进行狕轴回程误差的标定。

首先将载物台置于显微镜焦平面一侧适当位置（比

如焦平面上侧适当位置），启动相机获取图像，并计

算当前图像的聚焦函数值，然后开始朝焦平面方向

运动，每移动步长Δ犛，获取图像并计算聚焦函数值，

如此继续，直至载物台“跨越”了焦平面适当距离，将

当前载物台的位置称为参考位置（或参考零点）。然

后从参考位置开始，按照同样的方式反向移动载物

台，获取图像并计算聚焦函数值，直至再次“跨越”焦

平面适当距离。若以上两次测试聚焦函数最大值对

应的狕轴位置分别用狕１，狕２ 表示（以参考零点为参

考点），那么狕轴传动系统回程误差可用以下公式近

似计算：

Δ犇＝狘狕１－狕２狘×Δ犛． （２１）

　　测试中，取Δ犛＝０．０４μｍ，也即两个步进分辨

率，按照以上方式反复测试１０次，统计结果得出本

系统回程误差为Δ犇＝（０．３±０．０２）μｍ。

５．３　聚焦实验

实验配置为：１）平台采用５．１节所述显微镜系

统；２）标本为肺结核病人痰涂片，为了排除图像噪声

影响，选取的标本中图像内容均较为丰富；３）大范围

聚焦阶段采用方差函数，陡峭区极值搜索阶段采用

Ｂｒｅｎｎｅｒ函数；４）聚焦参数：局部极值因子ε＝０．０８，

狕轴传动系统回程误差Δ犇＝０．３μｍ，大范围聚焦

阶段搜索步长Δ犛＝１０μｍ，陡峭区极值搜索阶段步

长Δ犛＝２μｍ，初始聚焦范围犚＝１００μｍ。

实验过程为：首先在焦平面上侧随机选取聚焦

起始点（在显微镜工作距离范围内），搜索方向也随

机选取（这点很重要），采用文中算法进行聚焦实验

１０次。然后在焦平面下侧采用同样的方式进行聚

焦实验１０次。为了表征算法性能，大范围聚焦阶段

以成功转换为基本型为聚焦成功，陡峭区聚焦阶段

以聚焦误差δ表示聚焦效果，定义为参考最优焦平

面位置狕犳（由人眼观察图像清晰程度的方式近似确

定）跟算法获取的焦平面位置μ的差值的绝对值，

即：δ＝｜μ－狕犳｜。

实验结果：１）在大范围聚焦阶段，以上２０次实

验聚焦类型全部判决正确并成功转换为基本型，表

明文中大范围聚焦算法是非常有效的；２）陡峭区聚

焦实验的聚焦精度误差统计分布如表３所示。

表３ 聚焦误差分布统计结果

Ｔａｂｌｅ３ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｒｒｏｒｏｆｔｈｅｆｏｃａｌｐｌａｎｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｅｒｒｏｒｒａｎｇｅ δ≤０．２μｍ ０．２μｍ＜δ≤０．５μｍ ０．５μｍ＜δ≤２μｍ δ＞２μｍ

Ｔｉｍｅｓ １１ ６ ２ １

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％ ５５ ３０ １０ ５

　　根据表３中统计结果可知，２０次实验中１７次

实验（８５％）的聚焦误差小于０．５μｍ，考虑到显微镜

系统景深约为０．５μｍ，因此，这些实验均可认为是

成功聚焦的。其他３次实验（１０％）的聚焦误差在

０．５～２μｍ 之间，仅有１次（５％）实验误差大于

２μｍ，考虑到搜索步长Δ犛＝２μｍ，因此若将搜索步

长减小的话，聚焦误差可进一步下降。

６　结　　论

对极小景深条件下显微镜大范围聚焦问题进行

了研究。通过极值搜索过程中聚焦函数值变化信息

实现聚焦类型的判决及转换，从而克服了传统聚焦

算法聚焦范围过小的问题。在实验部分，首先基于

自行研发的全自动显微镜系统对算法参数进行了标

定，然后对算法进行了验证。结果表明：在图像内容

较为丰富的情况下，文中算法的聚焦类型转换成功

率高达１００％，聚焦误差可以控制在显微镜景深范

围内。需要指出的是：当图像内容极为稀疏时，算法

受噪声影响会越来越大，这种情况下需要首先对聚

焦函数曲线进行增强（文献［１８］给出了基于图像内

容加权的聚焦函数增强算法），然后采用文中算法进

行极值搜索，可以克服噪声对算法性能的影响。
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