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稀疏图像内容情况下显微镜自动聚焦算法
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Abstract:  Auto-Focusing is one of the key issues in automatic microscopy. The traditional gradient based 
auto-focusing algorithms may fail to find the optimal focal plane under the circumstances with low image content 
density because the slope variation of the focus measure of low content density images is small, and the global 
maximum may be drowned in noises. This paper proposes a content importance factor based focus measure for 
guiding automatic search of the optimal focal plane with low image content density. The proposed method classifies 
the pixels into three types: the content pixels, the debris pixels, and the background pixels, according to the relative 
variation of gradient magnitude of current image and the reference image captured at different z-axis positions from 
the same scene and adaptively assigns different weights to pixels based on the image content in the focus measure 
computation. In this way, the contribution of the content pixels is emphasized while that of debris pixels and 
background pixels is suppressed, and thus, the steepness of the focus curve around the optimal point is improved. 
The experimental results show that performance of the proposed method is far superior to the traditional methods: 
the auto-focusing success rate of the proposed method is larger than 90% under the circumstances with low image 
content density while the traditional method only gains a success rate of 24%. 
Key words: auto-focusing; microscopy; focus function; image content density; content importance factor 

摘  要: 自动聚焦是全自动显微成像中的关键技术.为了解决在极低内容密度(稀疏内容)情况下传统聚焦方法无

法成功找到焦平面的问题,提出一种基于图像内容重要度加权的聚焦函数增强算法.该算法利用聚焦过程中当前图

像和参考图像中对应像素沿光轴方向的梯度变化规律对像素进行分类,并根据不同像素对图像清晰程度判决的贡
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献大小自适应调整当前像素的重要度因子,通过这种方式增强了图像内容像素的计算权重并有效抑制了镜头杂质

及背景噪声,极大地增强了聚焦曲线的陡峭度.在此基础上,采用图像分块的方式来克服显微镜 Z 轴机械系统误差对

算法性能的影响并降低算法复杂度.实验结果表明,在图像内容非常稀疏的情况下,该算法的聚焦成功率高达 90%,
而传统聚焦算法的成功率仅为 24%. 
关键词: 自动聚焦;显微镜;聚焦函数;图像内容密度;内容重要度因子 
中图法分类号: TP391   文献标识码: A 

自动聚焦是全自动显微成像中的一项关键技术,由于显微镜景深一般比较小,比如采用 100 倍物镜、数值

孔径为 1.25 时,其景深一般小于 1μm,因此聚焦精度要求比较高,基于测距原理的主动式聚焦由于受机械系统运

动误差的影响,一般无法满足要求[1,2].因此在显微镜自动聚焦中,一般采用基于图像处理的被动式聚焦方式,这
种方式不依赖于任何测距设备,仅利用已获取的序列数字图像分析当前系统的聚焦状态,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.这种聚焦方式最关键是图像聚焦状态的判断,
目前比较成熟的方法是基于聚焦函数的方法(也称为聚焦深度法(depth from focus)).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散函数(point spread function)的卷积结果,图像的离焦过程可以看

成是对聚焦图像不断进行低通滤波的过程,因此聚焦图像一般表现为细节清晰,其梯度幅值也相对比较大;在频

域则表现为其高频分量丰富,而离焦图像则比较模糊,其梯度幅值比较小,在频域其高频分量也相对较少.基于

以上原理,很多学者提出了各种各样的聚焦函数,比如灰度差分函数、SML 函数[3]、Tenengrad 函数[4]、Brenner
函数[5]、基于小波变换的函数[6−8]等.这些函数的主要目的就是统计图像的梯度或高频分量,用序列图像的梯度

或高频分量值的比较结果来判决当前图像的聚焦状态,这些函数的具体性能评估可见参考文献[1,9−15].在一般

的应用中,这些函数基本上能够满足要求,但是在某些情况下,比如当图像内容比较少、噪声影响比较大时,这些

函数曲线非常平坦,而且存在非常多的局部极值,最大值也不显著,这往往会导致自动聚焦的失败.在以往的研

究中,很多学者都是针对特定的图像进行聚焦函数的研究及性能的评估,而忽视了图像内容的多寡对聚焦函数

性能的影响.虽然也有学者注意到了这个问题[12],但是没有给出解决此问题的有效方法.实际上,聚焦函数的性

能不仅取决于函数本身,还与图像内容的多寡有密切的关系.对同一个聚焦函数,当图像中内容比较丰富时,聚
焦函数曲线比较陡峭,最大值非常显著;而当图像内容比较少时,其最大值往往是不显著的,甚至会淹没在噪声

中而无法找到真实的焦平面.图 1 给出了 3 幅图像,这 3 幅图像分别来自不同的图像序列,它们的内容丰富程度

有较大区别,当同一个聚焦函数(这里采用性能比较好的 Tenengrad 函数)应用在这 3 个不同的图像序列时,其聚

焦函数曲线形态差异非常大(如图 1(d)所示).显然,对图像内容极少(图 1(c)所示)的图像序列,其聚焦函数曲线非

常平坦,最大值淹没在噪声中,在这种情况下,采用传统聚焦方法是很难成功聚焦的. 
目前,有学者提出通过选取图像中特定聚焦区域的方式增加聚焦曲线的陡峭程度,从而提高自动聚焦的成

功率并减少计算量.典型的有中心取窗法[15]、多点取窗法[15]、非均匀采样法[16,17]、基于图像边缘一阶矩的区

域选取算法[18]等.这些方法首先假设图像中感兴趣目标出现的位置是提前预知的[15]或按照一定规律分布的[16],
或可以通过边缘检测及图像分割的方式获取感兴趣目标在图像中的位置[18].这些方法在数码相机等大景深系

统及可提前预知目标在图像中出现的区域范围的情况下可以取得很好的效果,但是在小景深系统(尤其是显微

镜系统中)及无法提前预知图像中目标出现范围的情况下,这种方式是无效的:首先,在显微图像获取中,我们往

往无法提前预知兴趣目标出现的位置,也就无法提前预设聚焦窗口;其次,当远离焦平面时,图像一片模糊,无法

通过图像分割等手段获取目标区域,也就无法确定聚焦区域,这在显微镜等小景深系统中显得尤为突出;最后,
镜头及 CCD 传感器表面附着的灰尘及噪声的影响,在高放大倍数的系统中,镜头及 CCD 传感器表面灰尘对成

像的效果影响非常大,无论是清晰图像还是离焦图像,当光学系统上存在灰尘时(这在绝大多数情况下是存在

的),图像中都会表现出来,这将严重破坏聚焦函数的性能.因此,这种区域选取的办法在显微镜自动聚焦中无法

应用,必须寻找其他解决办法. 
分析传统的聚焦函数可以发现,这些函数实际上是将某种聚焦算子应用到该图像中的每个像素,从而获取
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某种聚焦测度,然后将这些聚焦测度取平均值以获取整幅图像的聚焦函数值.这意味着传统的聚焦函数将图像

中的每个像素同等对待,而无论像素本身所具有的特性.而基于选取聚焦窗口的算法,其本质上是将聚焦窗口内

的像素同等对待,而在窗口外的像素则不予考虑.这种处理方式与传统的处理方式本质上是一致的,因而也无法

从根本上解决稀疏内容情况下的自动聚焦问题.本文通过分析显微镜自动聚焦过程中不同离焦深度图像中的

对应像素(即具有相同的图像平面坐标,但在不同 z 轴位置获取的图像像素)的梯度变化规律得出:在自动聚焦过

程中,处于不同空间位置的像素,其沿着 z 轴的梯度变化规律存在显著差异.由于聚焦函数是基于梯度分析的,由
此得出处于不同空间位置的像素对图像聚焦状态的贡献程度也是不同的:那些在聚焦过程中沿着 z 轴梯度变化

剧烈的像素对图像聚焦状态的贡献比较大,我们将这类像素称为内容像素;而那些梯度变化比较平缓的像素对

图像聚焦状态的意义不大,这类像素称为无效像素.为了表征某个特定像素对图像聚焦状态判断的重要程度,我
们提出内容重要度的概念,某个像素的重要度越大,其对聚焦过程的贡献就越大,反之则贡献越小.在此基础上,
提出一种基于内容加权的聚焦函数增强算法,该算法依据图像中像素的重要度赋予该像素相应的计算权重,重
要度越大,其计算权重越大.在稀疏内容情况下,虽然无效像素相对于内容像素而言数量比较多,但是其计算权

重非常小,而内容像素则占据了很大的计算权重,因此,整幅图像的聚焦曲线仍然会有很大的陡峭度,这就从根

本上解决了稀疏内容情况下传统聚焦函数无法找到焦平面的问题. 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.1  Effect of image content density on the slope of the focus curves 
图 1  图像内容密度对聚焦曲线陡峭程度的影响 

1   基于梯度的聚焦函数分析 

目前提出的聚焦函数非常多,这些函数可以分为 3 类:第 1 类是基于梯度的聚焦函数,这些函数通过计算图

像在某种意义下的梯度幅值的统计量,然后比较不同离焦深度图像的梯度幅值统计量的大小关系,从而获取图

像是否离焦的初步判断;第 2 类是基于频域的函数,这类函数一般通过傅里叶变换(或其他变换,如小波变换等)
将图像转换到频域,通过分析图像高频分量,从而获取图像清晰度的某种评价;第 3 类是基于图像统计信息及自

相关的聚焦函数,这类函数最典型的有方差函数、自相关函数、熵函数[19]等.由于基于频域的评价函数计算较

为复杂,在实际中应用并不多.目前应用最为广泛的是基于梯度的聚焦函数.这类函数计算简单、抗噪性较强,不
同函数之间的区别主要体现在梯度计算方式的不同.基于梯度的聚焦函数值的计算过程可以归纳为 3 个步骤:
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第 1 步,选取聚焦窗口,除非事先知道兴趣目标在图像中出现的位置,否则一般选取整幅图像作为聚焦窗口;第 2
步,计算单个像素的聚焦测度,实际上就是计算该像素点的梯度值或梯度值的某种变形.需要注意的是,梯度的

计算方式非常多,这也是为什么目前聚焦函数种类繁多的原因;第 3 步,计算聚焦窗口内的总的聚焦测度,实际上

就是计算聚焦窗口内所有像素点梯度的算术平均值.若图像大小为W×H,选取整幅图像作为聚焦窗口,则总的聚

焦测度 Ft 为 
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其中,f(x,y)代表(x,y)点处的聚焦测度值.下面给出几种典型的梯度类聚焦函数中单个像素点的聚焦测度计算公

式(式中 g(x,y)代表图像在(x,y)点处的灰度值): 
(1) 灰度差分绝对值 

 fsmd(x,y)=|g(x,y)−g(x,y−1)|+|g(x,y)−g(x−1,y)| (2) 
(2) Tenengrad 函数 

 2 2( , ) ( , )Tenengrad x yf G x y G x y= +  (3) 

其中,Gx(i,j)和 Gy(i,j)分别为图像 x,y 方向的一阶 sobel 算子差分. 
(3) 图像的拉普拉斯能量(EOL) 

 feol=[g(x−1,y)+g(x+1,y)+g(x,y−1)+g(x,y+1)−4g(x,y)]2 (4) 
(4) SML 函数 

 fsml=[|2g(x,y)−g(x−1,y)−g(x+1,y)|+|2g(x,y)−g(x,y−1)−g(x,y+1)|]2 (5) 
(5) Brenner 函数 

 fBrenner=|g(x,y)−g(x+2,y)|2 (6) 
将以上这些函数带入公式(1),即可获取图像子在不同聚焦函数下的聚焦测度值.当图像内容丰富时,这些函

数性能虽然各异,但基本满足聚焦要求;但是当图像内容比较少时,函数曲线会非常平坦,而且存在非常多的局

部极值,最大值也不显著,最终导致自动聚焦的失败.其根本原因在于,采用公式(1)进行聚焦测度计算时,将图像

中的每个像素或区域同等对待,而不考虑像素本身所具有的特性.实际上,在自动聚焦过程中,图像中不同的像

素或区域对聚焦状态判断的影响存在很大差异,有些像素或区域直接影响着图像聚焦状态的判断,而有些像素

则与图像是否聚焦关系不大,如果能将这种差异找出来并以一定的特征进行描述,那么在聚焦函数计算过程中

就可以增强那些对聚焦状态影响较大的像素或区域的计算权重而抑制那些对聚焦状态影响很少的像素或区域

的计算权重,从而从根本上提高聚焦函数的陡峭度和聚焦的成功率. 

2   基于图像内容重要度加权的聚焦函数增强 

2.1   内容像素及其重要度因子 

基于图像处理的自动聚集过程,实际上就是在一系列图像中寻找清晰度最大的图像所对应的图像获取位

置的过程.这一系列图像是沿着光轴(或 z 轴)每隔一定的间隔(或步长)对同一个场景(或视野)所获取的图像,这
意味着不同离焦程度的图像中具有相同坐标的像素点(称为对应像素点)或对应区域之间存在某种关联,当显微

镜沿着光轴移动时,这些对应像素点应该表现出一定的变化规律.图 2(a)~图 2(d)分别给出了同一视野下离焦深

度不同的图像,其中,图 2(a)为深度离焦图像,该图像除了部分“杂质”外,几乎看不到任何“内容”,图像显得非常

“平坦”.这种杂质是由微观尘埃附着在镜头和相机CCD传感器上造成的,在很多情况下,由于图像采集环境的原

因,“杂质”不可避免.图 2(b)为轻度离焦图像,图像中“杂质”依然存在,而与深度离焦图像不同的是,图像中出现了

我们感兴趣的内容,只不过这些内容显得比较模糊.在图 2(c)中,图像内容则非常清晰,与深度离焦图像及轻微离

焦图像一样,图像中“杂质”依然存在.显然,在图像经历从离焦到聚焦的过程中,产生变化的只有内容像素,而“杂
质”及其他像素几乎没有发生变化.基于此分析,我们可以将图像中的像素分为 3 类:内容像素、杂质像素和背景
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像素.显然,对图像聚焦状态判断起作用的是内容像素,而杂质像素和背景像素对图像聚焦状态的判断意义不

大,因此,我们将这两类像素统称为无效像素.那么,如何将内容像素从其他两类像素中区分出来呢?图 2(e)给出

了这 3 类像素的梯度幅值变化曲线,显然,在图像经历从离焦到聚焦再到离焦的整个过程中,内容像素的梯度幅

值首先单调增加,然后单调减少;而杂质像素的梯度幅值则一直维持在一个较高的水平上;背景像素的梯度幅值

则在较低的水平波动.也即在聚焦过程中,只有内容像素的梯度幅值产生较大变化,而其他两类像素的梯度幅值

则基本不变.因此,可以用像素沿着 z 轴的梯度幅值变化量,将内容像素从其他两类像素中区分出来. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(e) 

Fig.2  Images captured at different z-axis positions under the same viewpoint from a sputum sample and 
normalized gradient magnitude curves of different pixels types 

图 2  不同 z 轴位置获取的同一视野图像及不同类型像素的归一化梯度幅值变化曲线 

设 Ic 和 Ir 分别为同一视野下离焦程度不同的两幅图像(如图 3 所示),为了区分,我们将 Ic 称为当前图像,将
Ir 称为参考图像.考虑当前图像 Ic 中任意像素点(x,y),定义该像素点的 z 轴梯度变化率如下: 

 | ( , ) ( , ) |( , )
min{ ( , ), ( , )}

c r

c r

G x y G x yr x y
G x y G x y

′ ′−
=

′ ′
 (7) 

其中,Gc(x,y)和 Gr(x′,y′)分别为 Ic 和 Ir 在像素点(x,y)及对应像素点(x′,y′)处的梯度幅值.理想情况下,像素点(x,y)
及对应像素点(x′,y′)在图像平面具有相同的坐标值,也即 x′=x,y′=y.在实际应用中,如果显微镜 z 轴机械传动机构

的垂直度不佳,那么在聚焦过程中显微镜载物台会在水平方向发生轻微移动,从而导致图像中对应像素的位置

发生轻微改变,此时,(x,y)和(x′,y′)满足如下关系: 

 
Δ Δ
Δ Δ

x x x z
y y y z
′ = + ⋅⎧

⎨ ′ = + ⋅⎩
 (8) 

其中,Δx,Δy 为显微镜 z 轴移动单位步长时,像素点(x,y)及对应像素点(x′,y′)之间的偏移量;Δz=|z−z′|为显微镜沿着

z 轴移动的距离.偏移量Δx,Δy 可以在显微镜标定的过程中通过实验的方式测定出来,如果偏移不是太大(一般设

计较好的显微镜均满足此要求),可以近似认为 x′=x,y′=y.这种近似对 z 轴梯度变化率的影响不会太大,因为在图

像的一个较小邻域内,不同像素的灰度值具有很大的相似性,一般不会发生剧烈的变化. 
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Fig.3  Sketch map of two images captured at different z-axis positions from 
the same viewpoint and the offset of a given pixel 

图 3  显微镜对同一个视野在不同的 z 轴位置采集的图像及像素偏移示意图 

根据以上 z 轴梯度变化率定义可知,对于杂质像素及平坦像素,由于 Gc(x,y)和 Gr(x′,y′)的差值非常小,因此这

类像素的 z 轴梯度变化率非常小;对于内容像素,Gc(x,y)和 Gr(x′,y′)的差值则非常大,因此这类像素的 z 轴梯度变

化率一般较大.因此,我们可将像素的 z 轴梯度变化率作为判决内容像素的条件.设Ωc 为当前图像 Ic 中所有内容

像素所构成的集合,若(x,y)为内容像素,也即(x,y)∈Ωc⊂Ic,当且仅当该像素点的 z 轴梯度变化率大于判决阈值 T,
也即 
 r(x,y)>T (9) 

注意到梯度计算对噪声非常敏感,因此我们对梯度的计算在传统计算方式基础上进行了改进:首先对图像

采用标准差为σ的高斯核 Gσ进行卷积运算(⊗),以去除大部分随机噪声;然后采用梯度算子∇(比如简单差分或

sobel 算子)求其梯度,获取梯度图像后,对该梯度图像再次采用高斯核 Gσ进行平滑.因此,上式中梯度 Gc(x,y)可如

下计算: 
 Gc(x,y)=∇(Ic(x,y)⊗Gσ)⊗Gσ (10) 

考虑到卷积运算是线性移不变的,因此很容易推出上式可写为 
 Gc(x,y)=(∇Gσ⊗Gσ)⊗Ic(x,y) (11) 

上式表明 ,对图像首先进行高斯平滑并求其梯度 ,然后对梯度图像进行高斯平滑 ,等同于用新的卷积核

K=∇Gσ⊗Gσ对原始图像进行单次卷积运算,即 
 Gc(x,y)=K⊗Ic(x,y) (12) 

对于图像聚焦状态的判断,不同的像素其相对重要程度是不同的.杂质像素和背景像素几乎没有贡献,而不

同的内容像素,其贡献也并不相等.内容像素的 z 轴梯度变化率越大,其对图像聚焦状态判断的贡献越大.这里,
我们利用归一化的 z 轴梯度变化率来表征不同像素对图像聚焦状态判断的相对重要程度,并称其为图像的内容

重要度因子.对于给定像素点(x,y),若其 z 轴梯度变化率为 r(x,y),则其重要度因子α(x,y)定义为 

 ( , )( , )
( , )

x y

r x yx y
r x y

α =
∑∑

 (13) 

显然,所有像素重要度因子之和为 1,也即 

 
1 1

0 0
( , ) 1

N M

x y
x yα

− −

= =

=∑ ∑  (14) 

图 4(c)给出了利用图 4(a)和图 4(b)计算获取的图像内容重要度因子三维曲面图.从图中可以看出,重要度因

子与图 4(a)和图 4(b)中像素的性质和分布位置密切相关,杂质像素和背景像素的重要度因子几乎全部为 0,而内

容像素的重要度因子则非常大,而且不同的内容像素,其重要度因子的值是不同的,表明不同的内容像素对图像

聚焦状态判断的贡献是不同的. 
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(a) 参考图像 (b) 当前图像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(c) 归一化重要度因子曲面 

Fig.4  Normalized content importance factor curve for current image according to the reference image 
图 4  依据参考图像获取的当前图像的归一化内容重要度因子三维曲面图 

下面给出基于内容重要度加权的聚焦函数 Fc. 

 
1 1

0 0
( , ) ( , )

N M

c
x y

F x y f x yα
− −

= =

= ∑ ∑  (15) 

其中,f(x,y)为(x,y)点处的聚焦测度,可采用任何一种梯度类函数进行计算,比如公式(2)~公式(6)给出的函数.比较

公式(1)和公式(15)可以发现,传统聚焦函数计算方式将每个像素赋予同等的权重,而基于内容重要度加权的 

聚焦函数则给每个像素赋予不同的权重.显然,当每个像素的重要度因子都相同时,即 1( , )x y
WH

α = 时,基于内容 

重要度加权的聚焦函数退化为传统聚焦函数.因此,可以认为传统聚焦函数是基于内容重要度加权的聚焦函数

的一种特例. 

2.2   图像子块重要度因子及聚焦函数增强 

以上对图像内容重要度的分析是逐个像素进行的,实际上,我们还可以对组成图像的每个区域或每个子块

采用同样的方式进行分析.这样做有两个优点:一个是可以降低计算的复杂度,注意到 z 轴梯度变化率和像素重

要度的计算都需要进行除法运算,当图像比较大时,整个计算比较耗时;另一个是当显微镜 z 轴传动机构垂直度

不佳导致对应像素发生偏移时,当前图像与参考图像之间的对应图像块能够最大程度地保持对应关系,这就降

低了对机械系统的要求. 

对于大小为 W×H 的图像,首先将其划分 P×Q 个子块,每个子块的大小为 w×h,其中, , .W Hw h
Q P

= = 为了保证 

子块大小为整数,一般要求 W,H 各自能被 Q,P 整除.对于子块 B(p,q),定义其 z 轴梯度变化率 r(p,q)如下: 
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 | ( , ) ( , ) |( , )
min{ ( , ), ( , )}

c r

c r

G p q G p qr p q
G p q G p q

−
=  (16) 

其中, ( , )cG p q 和 ( , )rG p q 分别为当前图像 Ic 的子块(p,q)和参考图像 Ir 的对应子块(p,q)内像素梯度幅值的均 

值,即 

 
( , ) ( , )

1( , ) ( , ),  { , }i i
x y B p q

G p q G x y i c r
wh ∈

= ∈∑  (17) 

子块内每个像素的梯度 Gi(x,y)利用公式(12)进行计算.子块 B(p,q)的重要度因子定义为 

 ( , )( , )
( , )

p q

r p qp q
r p q

α =
∑∑

 (18) 

这些重要度因子实际上构成了重要度矩阵 A, 

 
(0,0) (0, 1)

1[ ( , )]
( , )

( 1,0) ( 1, 1)
P Q

p q

r r Q
A p q

r p q
r P r P Q

α ×

−⎛ ⎞
⎜ ⎟= = ⋅ ⎜ ⎟
⎜ ⎟− − −⎝ ⎠

∑∑

…
# % #

"
 (19) 

这样,对于每个图像子块,都有唯一一个重要度因子相对应.与公式(15)相类似,基于重要度加权的聚焦函数

可写成 

 
11

0 0
( , ) ( , )

QP

c
p q

F p q f p qα
−−

= =

= ∑ ∑  (20) 

其中, ( , )f p q 为子块 B(p,q)中所有像素的聚焦测度值的平均值: 

 
( , ) ( , )

1( , ) ( , )
x y B p q

f p q f x y
wh ∈

= ∑  (21) 

2.3   参考图像的选取 

由公式(16)和公式(18)可知,参考图像的选取对 z 轴梯度变化率和重要度因子的计算有很大影响,对同一副

当前图像,选取不同的参考图像,其像素或子块的 z 轴梯度变化率和重要度因子都会不同.根据实际的聚焦过程,
我们给出两种参考图像的选取方式: 

(1) 固定选取模式.在这种模式下,所有待分析图像的参考图像是相同的,均为提前选好的同一幅图像,一般

选取深度离焦图像作为参考图像.当采用这种模式时,随着显微镜从远离焦平面的位置向焦平面靠近,内容像素

或区域的重要度会急剧增加,从而使得聚焦函数的陡峭度急剧增加,这极大地方便了函数极大值的搜索.这种模

式唯一的缺点就是在聚焦前必须获取深度离焦图像作为参考图像,但考虑到实际应用中只要显微镜参数、相机

参数及光照参数没有变化,不同的视野其深度离焦图像差异就非常小,尤其是杂质像素的位置是一致的,背景像

素占据了图像绝大部分面积,图像中没有任何内容像素,因此在显微镜标定过程中即可获取参考图像.当开始自

动聚焦时,对任何当前图像其参考图像,是已知的.这就避免了对每一个视野获取参考图像的麻烦.这在多视野

自动扫描显微镜的聚焦中是非常有效的. 
(2) 动态选取模式.在这种模式下,不同的当前图像,其参考图像是不一样的,参考图像随着聚焦过程的进行

而不断地更新,设 Ii(i=0,1,2,…)为显微镜自动聚焦过程中按照一定的搜索策略采集的一系列图像,那么对当前图

像 In 来说,可以选取其前一幅图像 In−1 作为其参考图像.因此在这种模式下,参考图像的概念是相对的,同一幅图

像,对于其前一幅图像来说是当前图像,而对于其后一幅图像来说则是参考图像.这种模式的优点是无须提前获

取参考图像,参考图像的选取非常灵活;缺点是图像中内容像素或区域的重要度因子相对于固定选取模式而言

比较小,算法对聚焦曲线陡峭度的增强能力不如固定选取模式.因此在实际应用中,我们推荐采用固定选取模式

选取参考图像. 
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3   算法性能评估 

3.1   图像数据获取 

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 1392×1040(141M);传感器芯片尺寸为 8.8mm×6.6mm(规格为 2/3inch);整个显微镜系统

景深约为 0.5μm.载物台为我们自行研发的三轴运动平台.该平台在电机的驱动下可沿 X,Y,Z 三轴运动,其中,Z
轴传动系统采用高精度步进电机及滚珠丝杠,步进分辨率为 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 98 幅图像,相邻图像间的步长为 0.4μm,小于显微镜景深,这样可以获得非常精细的分

析结果.其中,标本为肺结核病人的痰涂片样本,为了更具一般性,我们在大量标本中选取了 3 组非常典型的样

本,样本按照所观察图像中内容的多寡分别以 A,B,C 标记,其中,A 样本图像内容非常丰富,B 样本具有一定的图

像内容,而 C 样本图像内容非常稀疏.这样,我们获取了 3 组图像数据,每组有 197 幅图像.为了便于计算,我们将

所有图像的大小统一为 800×600.图 5 中第 1 行为 A 组样本中几幅典型的图像,第 2 行和第 3 行分别为 B 组样

本和 C 组样本中的几幅典型图像. 

      

      

      

Fig.5  Sample images 
图 5  样本图像 

3.2   性能评估 

选取深度离焦图像作为参考图像,采用公式(20)分别计算 A,B,C 这 3 组样本中每个采样点(也即每幅图像)
的聚焦函数值,其中,图像块的长宽均取 10 像素(即 w=h=10),这样,每幅图像子块的数量为 80×60 个(即 Q=80, 
P=60),结果如图 6 所示.图中深色较粗的曲线代表采用传统非加权算法获取的聚焦曲线,浅色较细的曲线代表

采用本文算法对聚焦函数进行增强后获取的聚焦曲线.在这两种计算方式下,单个像素点聚焦测度 f 均采用

Tenengrad 函数(公式(3)).分析图中曲线可知,对于内容比较丰富的图像(样本 A),传统非加权聚焦函数的最大值

比较显著(图 6(a)中深色较粗的曲线),采用本文算法对聚焦函数增强后,聚焦曲线的陡峭度进一步增大,在最大

值附近,曲线非常陡峭,这非常有利于曲线最大值的搜索;对于内容比较稀疏的图像(样本 B)和内容极少的图像

(样本C),传统非加权聚焦函数的最大值是不显著的(图 6(b)和图 6(c)中深色较粗的曲线),尤其是图 6(c)中传统非

加权聚焦曲线一直在较低的水平上波动,函数的最大值淹没在噪声中而无法辨识,这种情况下是不可能找到焦

平面的.注意到这里采用了性能非常优异的Tenengrad函数进行计算得出这种结果,如果采用其他传统非加权聚

焦函数则性能更差.当采用本文算法对聚焦函数增强后,聚焦曲线的陡峭度急剧增加(图 6(b)、图 6(c)中浅色较

细的曲线),函数的最大值也非常显著,这将极大提高自动聚焦的成功率.因此,本文的算法无论对内容丰富的图

像还是对内容稀疏的图像都有效.考虑到当聚焦曲线陡峭度增大到一定程度后如果继续增加,对自动聚焦性能

的提高影响不大,因此,本文的算法尤其适合于图像内容比较稀疏情况下的自动聚焦.而当图像内容比较丰富
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时,可以考虑采用传统非加权聚焦函数.另外,这里我们仅以 Tenengrad 函数为例进行了增强,实际上,该算法还可

以对其他任何基于梯度的聚焦函数进行增强,比如公式(2)~公式(6)给出的几个典型聚焦函数. 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.6  Comparison of the performance of our content weighted focus curves 
and the traditional unweighted focus curves 

图 6  本文的加权聚焦函数曲线与传统非加权聚焦函数曲线的性能比较 

以上仅给出了当图像块大小为 10 个像素时聚焦曲线的性能,实际上,当采用分块方式对聚焦函数进行增强

时,图像块的大小对算法性能有很大影响.当图像块长、宽均取 1 个像素时,分块方式等同于逐像素分析方式.因
此,我们将这两种方式一起进行分析.图 7 给出了当图像块的大小变化时,聚焦曲线的变化情况.显然,当图像块

长、宽均为 1 时,增强后的聚焦曲线有最大的陡峭度;随着图像块大小的增加,聚焦曲线的陡峭度随之减小;但无

论图像块有多大(除非其大小与图像大小一致),增强后的聚焦曲线的陡峭度始终大于传统非加权聚焦曲线的陡

峭度.当图像块大小等于图像大小时,由于整个图像只有 1 个子块,此时,本文算法退化为传统非加权聚焦函数算

法,这两种算法的聚焦曲线将具有相同的形态. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.7  Influence of image block size on the performance of the proposed method 
图 7  图像子块大小对本文算法性能的影响 

3.3   算法复杂度分析及图像块尺寸参数的选取 

由公式(16)和公式(18)可知,重要度因子的计算需要大量的除法运算,因此这部分计算比较耗时;另外,无论

对图像是否分块,也无论分块的大小是多少,均需计算整幅图像中每个像素点的聚焦测度值,这部分计算也比较

耗时.除了这两部分以外,还有一些额外的计算开销 Te,比如求绝对值、求平均值等,但这部分计算时间相对于前

两部分而言小得多.因此,算法总耗时为 
 T=Tf+Tif+Te (22) 
其中,Tf 代表图像中每个像素点聚焦测度计算时间的总和,这部分时间主要由整幅图像的大小及采取何种聚焦
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函数 f 决定,当图像大小及聚焦函数 f 确定时,其计算时间确定,这部分时间也可以看成是传统聚焦算法总的计算

时间;Tif 代表图像子块重要度因子的计算时间的总和,这部分计算时间主要由图像子块的数量决定,忽略一些额

外的时间消耗,可以认为 Tif 与图像子块的数量成正比,即 
 Tif∝P×Q (23) 

将 ,N MP Q
h w

= = 带入上式,取 w=h,若图像大小一定,则可得: 

 2
1

ifT
w

∝  (24) 

也即 Tif 与图像块的长宽成平方反比关系.因此,算法总耗时 T 可进一步写成 

 2
1( )f eT T T k

w
= + + ⋅  (25) 

其中,k为一个常数.显然,当 2
1 ( )f ek T T

w
⋅ +� 时,也即当图像子块尺寸很小时,算法总耗时 T主要取决于图像子块

重要度计算时间 Tif,且对图像子块的大小非常敏感;当 2
1 ( )f ek T T

w
⋅ +� 时,也即当图像子块尺寸较大时,算法总 

耗时 T 主要取决于图像大小及聚焦函数 f 的选择,此时,图像子块尺寸的增加并不会导致总计算时间 T 的显著减

少.由上一节的分析可知,图像子块尺寸的增加意味着聚焦曲线陡峭度的降低.因此,在保证计算时间不显著增

加的情况下,要尽可能选取较小的图像块尺寸,以确保算法性能. 
我们在 PC 机上对算法耗时进行测试,仍然采用样本 A,B,C,单像素点聚焦测度采用 Tenengrad 函数进行计

算.测试条件如下:CPU:Intel Core(TM)2 E7400@2.80GHz,内存:2G;算法采用 VC6.0 编程实现.结果见表 1(图 8
给出了算法耗时随图像子块大小的变化曲线),表中第 1 行为图像块大小,时间单位为 ms.从测试结果来看,当图

像块尺寸非常小时,算法非常耗时,比如,长、宽均取 1 时,每个样本中每幅图像的耗时均在 3 000ms 以上;随着图

像块尺寸的增大,算法耗时急剧减少,当图像块长宽均为 10 时,所有样本中每幅图像的耗时均小于 100ms;当图

像块尺寸继续增加时,算法耗时将基本维持不变.为了便于比较,表中最后一列给出了采用传统非加权算法时所

消耗的时间.显然,随着图像块尺寸的增大,本文算法的耗时将逐渐接近传统非加权算法的耗时.尤其注意到,当
图像块大小取 10 时,每幅图像 100ms 的计算时间也完全满足自动聚焦实时性的要求. 

Table 1  Time consumed of the proposed method (under different block sizes) 
表 1  本文算法的耗时情况(不同子块尺寸) 

 1 2 4 5 8 10 20 25 40 50 100 200 Traditional method 
A 3 281 961 260 209 119 96 86 83 80 79 76 74 67 
B 3 309 950 269 210 116 97 84 81 80 77 75 74 69 
C 3 308 976 271 212 115 99 89 82 81 79 78 76 70 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.8  Time consumed by the proposed method under different block sizes 
图 8  本文算法耗时随子块尺寸的变化曲线 
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3.4   自动聚焦实验 

将本文算法应用于我们自行研发的全自动显微镜中.需要指出的是,显微镜自动聚焦除了聚焦函数以外,还
必须考虑极大值搜索策略,聚焦函数决定了聚焦的可靠性和精度,而搜索策略则决定了聚焦的速度;同时,搜索

策略还要考虑防止搜索陷入局部极值.目前提出的搜索策略非常多,典型的有盲人爬山搜索算法[20,21]、曲线拟

合搜索算法[3]、Fibonacci 搜索算法[15]等.其中,曲线拟合法和 Fibonacci 法均对聚焦曲线的形态有一定的要求,
虽然在一定情况下可以提高搜索速度,但是当噪声影响比较大使得聚焦曲线形态发生一定变化时,这些算法变

得非常不稳定;盲人爬山搜索虽然速度较慢,但其性能非常稳定.由于搜索策略不是本文研究重点,这里我们仅

以常用的盲人爬山搜索策略为例,来测试本文基于图像内容重要度加权的聚焦算法在实际自动聚焦系统中的

性能.盲人爬山搜索基本原理如图 9 所示,首先设定一个初始位置 P0 并计算该位置的聚焦评价函数值 F(P0),然
后任意选择一个方向(比如选择向右)让电机驱动调焦机构沿着 Z 轴运动一定的步长 S 到达位置 P1 并计算该位

置的聚焦评价函数值 F(P1),比较 F(P0)与 F(P1)的大小,若 F(P0)<F(P1),则保持方向不变继续搜索,直至 F(Pn−1)> 
F(Pn);接下来进行反向搜索,搜索过程与正向搜索过程一样,不过步长要小于正向搜索步长,一般取正向步长的

一半或更小;如此反复,直至在满足一定精度要求的情况下搜索到最大值,此位置即为最佳聚焦位置.在实际搜

索过程中,由于受噪声影响导致聚焦曲线出现很多局部极值,为了防止陷入局部极值,我们定义如下判决因子: 

 1

1

( ) ( )
( )

n n

n

F P F PT
F P
−

−

−
=  (26) 

并给出判决准则:(1) 若 T≤Th,则认为是局部极值点,需要继续朝原方向搜索;(2) 若 T>Th,则认为已经“越顶”,需
要返回搜索.其中,Th 为判决阈值,与聚焦函数、图像内容、噪声等因素相关,经过实验,确定 Th=0.05 比较合理. 

具体实验配置为:显微镜及相机参数与第 3.1 节一致,图像子块的长宽均取 10 个像素,单像素聚焦测度采用

Tenengrad 函数.从大量肺结核病人的痰涂片样本中选取 3 个典型玻片样本.由于进行了一定的物理化学处理,
这 3 个玻片中图像内容丰富程度有很大区别,我们分别以 H(high content),M(median content),L(low content)标
识.利用全自动显微镜系统(如图 10(a)所示)对玻片沿着一定的路径(如图 10(b)所示)进行扫描,每个玻片扫描

300 个视野.由于显微镜系统景深非常小(约 0.5μm),显微镜载

物台沿着X方向或 Y方向每移动一个视野,对应视野中的图像

将发生离焦模糊,这时需要进行自动聚焦.我们分别利用传统

非加权聚焦算法和本文基于内容重要度加权的聚焦算法进行

聚焦测试(搜索策略均采用上述盲人爬山法),聚焦效果采用聚

焦成功率来表示,定义为成功聚焦的视野数量除以所有扫描

的视野数量,结果见表 2.从表中数据可知,当玻片中图像内容

非常丰富时,无论是传统非加权聚焦算法还是本文的算法,其
聚焦成功率都非常高,随着玻片中图像内容的减少,传统非加

权聚焦算法的成功率明显降低.尤其在内容非常稀疏的情况下,传统聚焦算法的成功率仅为 24%(意味着 300 个

视野中,仅仅有 72 个视野聚焦成功).相比之下,本文算法的聚焦成功率高达 90%,远高于传统算法的成功率. 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.10  Our automatic microscopy system and the scanning path 
图 10  我们自行研发的全自动显微镜系统及其扫描路径 

Fig.9  Blind climbs hill search algorithm
图 9  盲人爬山搜索算法 
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Table 2  Comparison of autofocusing success rate using the proposed method and 
the traditional method respectively 

表 2  本文算法与传统算法自动聚焦成功率的比较 
 H M L 

The proposed method (%) 98 93 90 
Traditional method (%) 95 86 24 

 

4   结  论 

基于聚焦函数的显微镜自动聚焦算法,其性能与图像内容密度密切相关,当图像内容密度非常低时(稀疏内

容),传统聚焦算法往往无法成功地找到焦平面.虽然有学者注意到了这个问题,但是没给出有效的解决方案.本
文通过分析显微镜自动聚焦过程中不同离焦深度图像中的对应像素的梯度变化规律,提出一种基于图像内容

重要度加权的聚焦函数增强算法.该算法利用聚焦过程中当前图像与参考图像中对应像素沿光轴方向的梯度

变化规律对像素进行分类,并根据不同像素对图像清晰程度判决的贡献大小自适应地调整当前像素的重要度

因子.通过这种方式增强了图像内容像素的计算权重,并有效抑制了镜头杂质及背景噪声,极大地增强了聚焦曲

线的陡峭度.在此基础上,采用基于图像分块的方式来降低算法复杂度,并进一步消除显微镜 Z 轴机械系统误差

对算法性能的影响.最后,基于我们自行研发的全自动显微镜对本文算法进行了实验,结果表明,在图像内容非

常稀疏的情况下,本算法的聚焦成功率高达 90%,而传统聚焦算法的成功率仅为 24%.这表明,本文的算法能够大

幅度地提高自动聚焦的成功率,可应用于实际显微镜自动聚焦系统中. 
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