
第３９卷　第１２期 光　学　学　报 Vol．３９,No．１２
２０１９年１２月 ActaOpticaSinica December,２０１９

基于倾斜摄像头的显微自动对焦方法
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摘要　针对已有显微自动对焦方法存在的不足,提出了一种通过倾斜安装摄像头所采集图像的清晰聚焦带偏离视

场中心的距离和方向来探测样本离焦量及离焦方向的方法,并搭建了一套显微自动对焦系统对该方法进行可行性

验证.结果表明:该方法可以通过检测样本单帧倾斜面图像聚焦带偏离视场中心的水平偏移量,并根据标定好的

离焦量Ｇ聚焦带偏移量曲线,快速获取离焦量及离焦方向,配以电机驱动可实现自动对焦.该方法的光学结构简单,

可直接在常规三目显微成像系统中使用,因此可应用于各领域在线、在位大视场高分辨检测所需要的自动对焦

过程.
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Abstract　Toovercomethedisadvantagesoftheexistingmicroscopyautofocustechnology thisstudyproposesa
methodfordetectingthedefocusingdistanceandorientationofasampleaccordingtothedistanceanddirectionfrom
thecenterofthefieldofview FOV ofthefocusingbandinatiltplaneimage whichisacquiredusingatilt
camera敭Thefeasibilityofthismethodisverifiedbyconstructinganexperimentalmicroscopeautofocussystem敭
Resultsshowthatthissystemcanquicklyobtainadefocusingdistanceandorientationbydetectingtheamountof
horizontalshiftfromthecenterofFOVofthefocusingbandinasingleＧframetiltplaneimage whichcanbe
determinedaccordingtoacalibrationcurvebetweenthedefocusingdistanceandfocusingband′shorizontalＧshift
value敭Autofocuscanthenbeachievedinapplicationsusingmotordrive敭Theopticalstructurepresentedhereinis
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１　引　　言

现代光电检测、医学病理诊断、生物工程研究等

的蓬勃发展对先进显微成像技术提出了快速响应、
高分辨率、高精度等要求.针对传统光学显微镜依

靠手动调焦、人为判断、自动化程度低等问题,众多

学者提出了基于不同原理的显微自动对焦系统[１Ｇ３].
显微自动对焦方法的核心为离焦量测量.根据

是否采用额外硬件,常用的离焦量测量方法可分为

主动式对焦和被动式对焦.被动式对焦直接根据成

像结果进行调焦,它又可分为对焦深度法和离焦深

度法[４].对焦深度法主要采用图像清晰度评价函数

对焦面搜索过程中的每一帧图像进行评价,通过图

像 清 晰 度 评 价 曲 线 的 最 大 值 来 获 取 焦 面 位 置.

Redondo等[５]、李雪等[６]分别对１６种适用于显微成

像系统的图像清晰度评价函数进行了仿真与对比,
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分析了不同函数算法在不同条件下的性能表现与特

点.研究表明,大多数算法只能在某些特定的情况

下才有较好的效果.Zhang等[７]发现,与传统的对

焦深度法相比,将对焦深度法和离焦深度法相结合

的方法在一定程度上提高了自动对焦的速度,但仍

需复杂的焦面搜索算法.被动式对焦的焦面搜索效

率较低,限制了其在大视场高分辨率测量时所需要

的子孔径扫描中的应用.主动式对焦通过外部辅助

设备进行离焦量和离焦方向的检测.范富明等[８]、
张小波等[９]采用激光三角法对薄膜晶体管液晶显示

面板进行了在线检测,该方法通过分析半圆光斑半

径大小及成像方向来分别获取离焦量及离焦方向.
在使 用 ５０× 物 镜 的 条 件 下,寻 焦 范 围 达 到 了

±３０μm,对焦时间小于０．３s.但该光路结构中拦

光板的位置安装精度要求较高,且该方法对测量样

本也有一定要求,样本的反射率会导致光斑鬼影的

产生.Lee等[１０]在成像光路中设置了两片精密螺

旋光栅,进而提出了一种基于叠栅效应的显微自动

对焦系统,通过对离焦情况下叠栅图案进行分析,建
立了离焦量与叠栅图案偏转角度的关系,在１００μm
的测量范围内,系统能在０．１s内完成聚焦.但该方

法同样存在光路结构复杂,光栅安装精度要求较高

等问题.毛新越等[１１]基于差动原理,在像面焦前Ｇ
焦后等距位置设置一对光电倍增管,获得了双光路

信号,然后将两路信号曲线相减得到具有过零特性

的差动曲线,过零点对应显微成像系统的聚焦位置.
杨宇等[１２]使用光电位置传感器(PSD)进行了快速

全貌扫描,该方法的输入输出线性度不佳,需要用软

件进行校准.Cao等[１３]提出了PSD与单缝掩模相

结合的方法,根据PSD检测到的狭缝图像位置确定

焦面,测 量 范 围 能 达 到 ±２ mm,检 测 误 差 为

±１５μm.蒋章伟等[１４]通过双色激光辅助对焦方法

扩大寻 焦 范 围,实 现 了２４００μm 的 对 焦 范 围 和

２０μm的对焦精度,之后结合图像灰度标准差函数

进行精密寻焦.近年来,众多学者将电压调焦液体

透镜应用于自动对焦系统中,从而,样本可以在无轴

向机械运动的情况下完成对焦,但仍需结合图像处

理算法或象限光电二极管进行离焦量的计算[１５Ｇ１６].
为了实现更加有效可行的显微快速自动对焦,

本文提出了一种基于倾斜摄像头对焦原理的显微自

动对焦方法.该方法的光路结构简单,可以在已有

的三目显微镜上添加一个倾斜安装的简易摄像头作

为离焦量和离焦方向检测的辅助设备,通过分析单

帧倾斜摄像头图像清晰聚焦带离开视场中心的距离

和方向,并结合预先标定的曲线,就可以快速获得离

焦量及离焦方向,实现自动对焦.

２　基于倾斜摄像头的对焦原理

基于倾斜摄像头的显微自动对焦系统原理如图

１所示.其中,正置摄像头(UC)用于获取像焦平面

Pf处的样本图像信息,以实现样本的实时观测.倾

斜摄像头(TC)用于获取倾斜成像面Pt上的倾斜面

图像信息,进而获得样本的离焦量及离焦方向.其

中,倾斜成像面Pt与像焦平面Pf所成夹角为θ.像

方离焦量ΔZi 与倾斜面图像的关系如图２所示.
当样本位于焦平面P′f 时,倾斜成像面Pt与像焦平

面Pf相交于O１,此时,倾斜面图像水平中心附近有

一条纵向的清晰聚焦带Fb,聚焦带Fb水平向外延

伸并逐渐模糊.当样本位于离焦面P′d 时,物方离

焦量记为ΔZ,倾斜成像面Pt与像离焦面Pd交于

O２.相较于像焦平面Pf的倾斜面图像,像离焦面Pd

的倾斜面图像聚焦带Fb发生了水平偏移.对倾斜面

图像进行分析,可求得聚焦带Fb水平中心位置偏离

倾斜面图像视场中心的方向和距离(以下简称为“倾
斜面图像聚焦带偏移量”,记为ΔN).因此,通过建

立离焦量ΔZ 与倾斜面图像聚焦带偏移量ΔN 的几

何关系,即可在仅分析单帧倾斜面图像的情况下,快

图１ 基于倾斜摄像头的显微自动对焦系统原理图

Fig．１ Schematicofmicroscopyautofocussystem
basedontiltcamera
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图２ 离焦量与倾斜面图像聚焦带偏移量关系原理图

Fig．２ Relationshipbetweendefocusingdistanceand
focusingbandhorizontalshiftoftiltplaneimage

速获得样本离焦量及离焦方向,实现自动对焦.
以下将结合图２建立离焦量ΔZ 与倾斜面图像

聚焦带偏移量ΔN 的理论关系.
由图２的几何关系可知

ΔZi＝ΔN ×L×sinθ, (１)

ΔZi＝(Nt－N０)×L×sinθ, (２)
式中:ΔZi为像方离焦量;L 为倾斜摄像头单个像素

的长度;N０ 为倾斜面图像水平中心位置;Nt 为倾

斜面图像聚焦带水平中心位置.
由工程光学相关理论可知,在理想的光学系统

中,物方离焦量ΔZ 与像方离焦量ΔZi的关系为

ΔZ＝ΔZi/α, (３)
式中:α为轴向放大率,其与垂轴放大率β满足数学

关系α＝β２.因此(２)式可改写为

ΔZ＝(Nt－N０)×L×sinθ/β２. (４)

　　本文显微自动对焦系统采用VezuUS３００显微

相机作为倾斜摄像头,相机感光面尺寸为６．４mm×
４．８mm,分辨率为２０４８pixel×１５３６pixel,像素尺

寸为３．２μm×３．２μm.在实验过程中使用２×
２binning,采集的倾斜面图像分辨率为１０２４pixel×
７６８pixel,因此L＝６．４μm,N０＝５１２.垂轴放大率

β即自动对焦系统的物镜放大倍率,本文后续实验

中取β＝１０.将已知数值代入(４)式可得

ΔZ＝
６．４
１００
(Nt－５１２)×sinθ. (５)

　　记Nt－５１２＝１,可获得离焦量ΔZ 与倾斜角度

θ的理论关系.由高等数学的极限理论可知,当θ
趋近于零时,sinθ 约等于θ.如图３所示,当θ 在

[０°,２０°]区间内时,离焦量ΔZ 随倾斜角度线性变化,
并且,倾斜角度θ越大,离焦量ΔZ 越大,系统载物台

的工作范围也越大.因此,倾斜摄像头固定部件设计

加工的倾斜角度θ为２０°,其实物图如图４所示.

图３ 离焦量Ｇ倾斜角度理论关系图

Fig．３ Theoreticalrelationshipbetweendefocusing
distanceandtiltangle

图４ 倾斜摄像头固定部件

Fig．４ Fixedcomponentoftiltcamera

综上,(５)式可进一步简化为

ΔZ＝０．０２１９ΔN. (６)
此公式即系统放大率为１０的情况下,离焦量ΔZ 与

倾斜面图像聚焦带偏移量ΔN 关系的理论公式,且

ΔZ 与ΔN 呈线性关系.

３　基于倾斜摄像头的显微自动对焦
实验

３．１　系统组成

基于倾斜摄像头的显微自动对焦系统如图５所

示,该系统主要包括 MoticBA４１０E显微镜、Vezu
US３００显微相机、MoticamPro２８５A显微相机、卤
素灯光源、驱动控制模块、MicroEOPS光栅尺和两

相混合式步进电机等.

３．２　倾斜面图像聚焦带偏移量计算

基于倾斜摄像头的显微自动对焦系统的关键是

对离焦量和倾斜面图像清晰聚焦带水平偏移量关系

进行标定.因此,对倾斜面图像进行清晰度分析,确
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图５ 基于倾斜摄像头的自动对焦系统

Fig．５ Autofocussystemusingtiltcamera

定清晰聚焦带位置是本实验的一个重要环节.从理

论上讲,与模糊的图像相比,清晰的图像具有更大的

灰度梯度,对焦越清晰的图像,灰度变化剧烈.由基

于倾斜摄像头的对焦原理可知,倾斜面图像中有一

条纵向聚焦带,聚焦带水平中心位置是基于图像横

向尺寸计算得到的,理论上不会因图像纵向尺寸的

改变而改变.因此,通过截取感兴趣区域(ROI)计
算倾斜面图像聚焦带偏移量,可在提升计算效率的

同时保证计算精度.倾斜面图像聚焦带偏移量的

计算方法如图６所示.
倾斜面图像聚焦带偏移量的计算函数E(k,j)

主要先通过计算某一像素点(k,j)与其水平相邻像

素点(k,j＋１)、(k,j－１)之间的灰度差平方和的开

方来计算像素点(k,j)处的清晰度,之后通过对j
列像素点清晰度求和得到倾斜面图像各列清晰度,
清晰度最大一列的列号即对应聚焦带的水平中心位

置Nt,表达式为

图６ 倾斜面图像聚焦带偏移量计算方法示意图

Fig．６ Schematicofcalculationmethodforhorizontal
shiftoffocusingbandoftiltplaneimage

E(k,j)＝∑
k

[I(k,j＋１)－I(k,j)]２＋[I(k,j)－I(k,j－１)]２, (７)

式中:I(k,j)为像素点(k,j)处的灰度值.
基于上述分析可知,采用倾斜面图像聚焦带偏

移量计算函数E(k,j)对倾斜面图像进行图像分析

后将得到一张具有局部峰值或单调递增/递减的散

点图.当散点图中存在局部峰值时,说明聚焦带位

于倾斜面图像上,此时样本位于焦面附近,离焦量较

小;当散点图呈单调递增/递减的趋势时,说明聚焦

带已经水平向右/向左偏移并超出了倾斜面图像,此
时样本的离焦量较大.

３．３　离焦量Ｇ聚焦带偏移量曲线标定方法

离焦 量Ｇ聚 焦 带 偏 移 量 曲 线 标 定 实 验 选 用

ReadyOptics的１９５１USAFTarget显微分辨率测

试板作为观测样本,显微物镜选用放大倍数为１０、
数值孔径为０．３的物镜.用于读取轴向位移信息的

光栅尺的最小分辨率为５０nm,１μm载物台轴向位

移对应２０个 光 栅 值.标 定 实 验 的 测 量 范 围 为

３８μm,图像采集的轴向位移间隔为２μm.实验

时,载物台以物焦平面为起点,分别向上、下两个离

焦方向运动,共采集得到１９张倾斜面图像.倾斜面

图像采集完毕后通过聚焦带偏移量计算函数分析倾

斜面图像,绘制清晰度Ｇ像素散点图.聚焦带在倾斜

面图像中心的图像及相应的 ROI图像分别如图

７(a)、(b)所示.
为进一步扩大测量范围,选取聚焦带在倾斜面

图像中间、左侧、右侧的３张倾斜面图像,将３张倾

斜面图像相应的清晰度Ｇ像素散点图进行拼接得到

大测量范围的清晰度Ｇ像素散点图,如图７(c)所示.
实验发现,散点图的分布趋势近似高斯函数曲线,对
其进行高斯函数曲线拟合,得到的高斯拟合函数为

y＝５．５５＋１２．０１exp －
１
２

x－５１２．５２
５１３．２２

æ

è
ç

ö

ø
÷

２
é

ë
êê

ù

û
úú ,(８)

式中:y 为倾斜面图像各列的清晰度值;x 为像素列

数.
高斯曲线的拟合度R２＝０．９９２３,表明倾斜面图

像清晰度Ｇ像素散点图与高斯曲线具有极好的拟合

度.曲线对称轴μ＝５１２．５２,倾斜面图像中心位置

的像素值N０＝５１２,误差为０．５２pixel.在获得清晰

度Ｇ像素散点的高斯拟合曲线后,以拟合曲线的对称

轴μ 作为拟合参数Nt,则拟合函数为

y＝５．５５＋１２．０１exp －
１
２

x－Nt

５１３．２２
æ

è
ç

ö

ø
÷

２
é

ë
êê

ù

û
úú . (９)

　　对实验采集的各张倾斜面图像清晰度Ｇ像素散
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图７ 倾斜面图像及清晰度Ｇ像素散点高斯拟合曲线.(a)倾斜面图像;(b)ROI;(c)清晰度Ｇ像素散点高斯拟合曲线

Fig．７ TiltplaneimageandGaussianfittingcurveofsharpnessＧpixelscatter敭 a Tiltplaneimage  b ROI 

 c GaussianfittingcurveofsharpnessＧpixelscatter

点图进行逐次拟合,得到各张倾斜面图像聚焦带水

平中心位置,并计算得到聚焦带偏移量.标定实验

数据如表１所示.
表１ 离焦量Ｇ聚焦带偏移量曲线标定实验数据

(物镜参数:放大倍数１０,数值孔径０．３)

Table１Experimentaldataofcalibrationcurvebetween
defocusingdistanceandhorizontalshiftvalueof
focusing band  parameters of objective lens 
　 　　magnificationis１０ NAis０敭３ 

Test
number

Defocusing
distance
interval/

μm

Grating
value

Defocusing
distance
ΔZ/

μm

Shiftvalue
ΔN

１ [－１９,－１７) －３６４ －１８．２０ １０８１．５０

２ [－１７,－１５) －３２５ －１６．２５ ９６９．８９

３ [－１５,－１３) －２８０ －１４．００ ８５２．１８

４ [－１３,－１１) －２４３ －１２．１５ ７４５．４７

５ [－１１,－９) －２００ －１０．００ ６２３．７９

６ [－９,－７) －１５７ －７．８５ ５０１．６４

７ [－７,－５) －１１７ －５．８５ ３８３．２２

８ [－５,－３) －７４ －３．７０ ２６５．６３

９ [－３,－１) －３３ －１．６５ １４６．４３

１０ [－１,１) ０ ０ －２．６０

１１ [１,３) ３８ １．９０ －８７．０２

１２ [３,５) ７８ ３．９０ －１８０．０１

１３ [５,７) １２１ ６．０５ －２７７．０５

１４ [７,９) １６０ ８．００ －３８８．４７

１５ [９,１１) ２００ １０．００ －５０５．８２

１６ [１１,１３) ２３５ １１．７５ －６１６．５０

１７ [１３,１５) ２７０ １３．５０ －７３７．４７

１８ [１５,１７) ３０５ １５．２５ －８４４．５１

１９ [１７,１９] ３４４ １７．２０ －９６１．４９

　　将离焦量ΔZ 与聚焦带偏移量ΔN 的数据结果

绘制成曲线,如图８所示.

图８ 离焦量Ｇ聚焦带偏移量标定曲线

Fig．８ Calibrationcurvebetweendefocusingdistanceand
horizontalshiftvalueoffocusingband

对曲线进行线性函数拟合,得到(１０)式,线性拟

合度R２＝０．９９９６.

ΔZ＝－０．０１７４×ΔN ＋０．７７８. (１０)

　　(１０)式与(６)式相比,斜率与截距均存在一定偏

差.标定曲线的斜率小于理论公式的斜率.在假定

系统放大倍数β与像素尺寸L 准确的情况下,倾斜

摄像头的倾斜角度误差是造成斜率与理论值存在偏

差的主要原因.造成这种误差的原因可能是倾斜固

定部件倾斜角度存在加工或安装误差.将标定曲线

斜率数值－０．０１７４代入(５)式可计算得到离焦量Ｇ倾
斜面图像聚焦带偏移量标定实验中的实际倾斜角度

为１５．７８°.结合图３分析可知,取该度数时,离焦量

ΔZ 在线性范围内,不会影响离焦量Ｇ聚焦带偏移量

标定曲线的线性关系和准确性.标定曲线的截距误

差为０．７７８μm,远小于系统的景深(１４．６μm).因

此,该曲线标定方法及所标定的曲线满足本文基于

倾斜摄像头的显微自动对焦系统通过聚焦带偏移量

１２１８００１Ｇ５



光　　　学　　　学　　　报

获取离焦量及离焦方向的要求.

４　显微自动对焦系统的性能测试

为测试基于倾斜摄像头的显微自动对焦系统的

性能,以人血涂片作为测试样本,分别采用数值孔径

(NA)为０．２５、０．３、０．３５的３种１０×物镜,对系统的

工作范围、离焦量误差、自动对焦效率进行测试.系

统性能测试的实验测量范围为±２８μm,以２μm的

离焦量间隔将载物台调整至不同的测试离焦量的位

置,并使用光栅尺读取测试离焦量的数值,通过上文

验证可行的离焦量Ｇ聚焦带偏移量曲线标定方法求

得实测离焦量,并驱动载物台运动至实测焦平面.
每个测试离焦量位置各进行５次重复实验,采用３
种数值孔径的１０×物镜各进行１４０次.部分不同

离焦状态下的人血涂片倾斜面图像如图９所示.

４．１　工作范围与离焦量误差测试

系统性能测试实验测得的部分数据如表２所

示.表中:测试离焦量的平均值记为Zt;实测离焦

量的平均值记为Zm;实测离焦量与测试离焦量平均

值的差值记为Ze,并将其作为系统的离焦量误差;
每个实测离焦量的标准差记为σ,并将其作为系统

的重复性误差.

图９ 不同离焦状态下的人血涂片

Fig．９ Imagesofbloodsmearunderdifferentdefocusingstates

表２ 系统性能测试实验数据表(物镜参数:放大倍数１０倍,数值孔径０．３)

Table２ Experimentaldatasheetofsystemperformancetest lensparametersofobjective 
magnificationis１０ NAis０敭３ μm

Zt Zm Ze σ Zt Zm Ze σ

２８．０８ ２９．７３ １．６５ ０．４０ －２．００ －１．９４ ０．０６ ０．１２

２６．０３ ２５．７７ －０．２６ ０．２２ －３．９８ －４．４２ －０．４４ ０．１６

２４．００ ２２．９８ －１．０２ ０．３２ －６．０８ －６．６８ －０．６０ ０．２０

２１．９５ ２１．２５ －０．７０ ０．２５ －７．９５ －８．７１ －０．７６ ０．３２

１９．９７ １９．４５ －０．５２ ０．２２ －１０．０３ －１０．９８ －０．９５ ０．３０

１８．０３ １７．７１ －０．３２ ０．０８ －１２．０２ －１３．１７ －１．１５ ０．１７

１６．００ １５．７６ －０．２４ ０．２０ －１４．０４ －１４．９７ －０．９３ ０．２９

１３．９８ １３．５７ －０．４１ ０．１４ －１５．９７ －１７．０９ －１．１２ ０．１１

１２．０５ １１．５６ －０．４９ ０．１５ －１７．９９ －１８．８０ －０．８１ ０．３０

１０．００ ９．９８ －０．０２ ０．３０ －２０．００ －２０．７４ －０．７４ ０．１０

８．０７ ８．１３ ０．０６ ０．１８ －２２．０７ －２２．６７ －０．６０ ０．１９

６．０２ ６．３３ ０．３１ ０．１７ －２４．０６ －２５．２３ －１．１７ ０．３８

３．９９ ４．３０ ０．３１ ０．１３ －２６．０２ －２９．１１ －３．０９ ０．３５

１．９５ ２．５３ ０．５８ ０．１２ －２７．９３ －３３．７７ －５．８４ ０．６６

　　采用３种不同数值孔径１０×物镜进行系统性

能测试,得到测试离焦量平均值,将其与实测离焦量

平均值的数据绘制成散点图,并添加二者的理论关

系曲线,即Zm＝Zt,如图１０(a)、(c)、(e)所示.由

图１０可知:在数值孔径为０．３的条件下,当离焦量

大于±２６μm时,实测离焦量开始逐渐偏离二者的
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理论关系线性区,此时系统的工作范围大于放大倍

数为１０、数值孔径为０．３的物镜景深１４．６μm的３
倍;当数值孔径分别为０．２５和０．３５时,系统工作范

围分别为４４μm和３６μm,小于数值孔径为０．３时的

工作范围.
将３种数值孔径１０×物镜系统性能测试实验

结果中的离焦量误差数据Ze 绘制成曲线,重复性

误差数据σ以误差棒形式表示,并添加工作范围内

的误差上限与误差下限,如图１０(b)、(d)、(f)所示.
由图可知:在各自的系统工作范围内,当数值孔径为

０．２５时,离焦量误差范围为[－１μm,１μm],重复性

误差小于０．３６μm;当数值孔径为０．３时,离焦量误

差范围为[－１．２μm,０．６μm],重复性误差小于

０．３８μm;当数值孔径为０．３５时,离焦量误差范围为

[－１μm,１．５μm],重复性误差小于０．３３μm.不同

数值孔径１０×物镜系统性能测试数据对比如表３
所示,其中,ZO 为系统工作范围,σmax为重复性误差

的最大值.由表３可见,当使用放大倍数为１０、数
值孔径为０．３的物镜时,工作范围最大,离焦量误差

最小,三者的重复性误差差别较小.

４．２　自动对焦效率

自动对焦效率主要包括图像采集、图像分析和

载物台运动控制等方面的时间消耗.

图１０ 系统工作范围和离焦量误差测试结果.(a)(c)(e)不同数值孔径时的实测离焦量平均值Ｇ测试离焦量平均值;
(b)(d)(f)不同数值孔径时的离焦量误差及重复性误差曲线

Fig．１０Testingresultsofoperatingrangeanddefocusingdistanceerrorofthesystem敭 a  c  e Relationshipbetween
meanvaluesofmeasureddefocusingdistanceandtestdefocusingdistanceunderdifferentNA  b  d  f curvesof
　　　　　　　　　defocusingdistanceerrorandrepeatabilityerrorunderdifferentNA
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表３ 不同数值孔径１０×物镜系统性能测试数据

Table３ Comparisonofsystemperformancetestdatafor
１０×objectivelenswithdifferentNA μm

NA
Operatingrange

Zo

Defocusing
distance
errorZe

Maximum
repeatability
errorσmax

０．２５ ４４ [－１,１] ０．３６
０．３ ５２ [－１．２,０．６] ０．３８
０．３５ ３６ [－１,１．５] ０．３３

　　图像采集时间Ti主要由倾斜面图像的采集帧

率决定.本文采用的VezuUS３００显微相机的帧率

为３０frame/s,采集一帧图像的耗时为０．０３３s.
图像分析时间Tp为计算每帧倾斜面图像聚焦

带偏移量的消耗时间,主要取决于聚焦带偏移量计

算函数的计算效率.考虑到不同计算机计算性能的

差异,选用三种常用的清晰度评价函数(Brenner,

Laplacian,Tenengrad)与本文提出的聚焦带偏移量

计算函数的计算效率进行比较.在不截取ROI的

情况下,各函数处理单帧图像的平均时间如图１１所

示,可知,聚焦带偏移量计算函数计算效率显著优于

其他函数,并且,可以通过截取合适的ROI进一步

缩短图像分析时间.

图１１ 不同清晰度评价函数处理单帧图像的平均耗时

Fig．１１ AveragetimeＧconsumptionofsingleＧframeimage

processedwithdifferentsharpnessevaluationfunctions

载物台运动控制时间Ts取决于电机运动时间,
可由实测获得.在离焦量为１５μm的情况下,电机

的平均运动时间为０．６３s.
综上,本系统完成一次倾斜面图像采集并求取

离焦量和离焦方向的时间为

Tt１＝Ti＋Tp＝０．０３３＋０．２１＝０．２４３,(１１)
在离焦量为１５μm的情况下,完成一次自动对焦的

时间为

Tt２＝Ti＋Tp＋Ts＝０．０３３＋０．２１＋０．６３＝０．８７３.
(１２)

５　结　　论

本文提出了一种基于倾斜摄像头对焦原理的显

微自动对焦方法.首先对基于倾斜摄像头的对焦原

理进行分析,推导了样品离焦量与倾斜面图像聚焦

带偏移量的理论公式.通过对倾斜面图像特征的分

析,提出了一种适合求取倾斜面图像聚焦带偏移量

的计算函数.之后,以分辨率测试板作为观测样本,
通过搭建的倾斜摄像头显微自动对焦系统进行离焦

量Ｇ聚焦带偏移量关系曲线的标定实验,并验证该方

法的可行性.最后,通过３种不同数值孔径的１０×
物镜对显微自动对焦系统进行性能测试.测试结果

表明,当采用数值孔径为０．３的１０×物镜时,系统工

作范围最大,且离焦量误差范围最小,系统能在

０．２４３s内快速完成一次倾斜面图像采集和离焦量

及其方向的获取.本系统的工作范围还有待提升,
今后可以通过使用大靶面相机来进一步扩大工作

范围.
所提方法为高精度、高分辨率、快速响应的新型

显微自动对焦系统的研制提供了一种新的理论依据

和实验方法.相比已有的显微对焦方法,该方法在

离焦量和离焦方向获取速度方面有了一定提升,且
该方法的光学结构简单,方便在已有的三目显微成

像系统上应用,仅需添加一个低端摄像头及一个安

装倾斜摄像头的中空机械固定结构即可.该方法有

望应用于各领域在线、在位检测的自动对焦过程.
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