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摘要：提出了基于小波变换的图像清晰度评价函数。采用大犖犃（数值孔径）和小犖犃的显微图像序列，比较分析了本文

提出的评价函数和经典的归一化方差函数、熵函数、能量拉普拉斯函数以及另外两种基于小波变换评价函数的清晰度评

价性能。同时采用带有标准偏差为２５的高斯噪声显微图像序列，比较了这五种评价函数的抗噪能力。实验结果表明：

提出的评价函数具有最高的聚焦精度和聚焦分辨率，且具有与抗噪能力最强的归一化方差函数相当的抗噪能力。提出

了基于区域选择的自动聚焦方法，实现了处于不同深度的微操作对象的３Ｄ自动聚焦。该评价函数和区域选择聚焦技

术可以用于高精度的自动微操作作业中。进一步说明自动调焦是实现自动化微操作的关键技术，而其核心是清晰度评

价函数的选取或构建。
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１　引　言

　　显微镜焦深一般在０．２～１２０μｍ之间
［１］，十

分狭小，微小的深度变化便会导致图像特征变得

模糊不清。所以自动调焦便成为自动化微操作的

关键技术。而自动调焦技术的核心便是清晰度评

价函数。

自１９７１年Ｂｒｅｎｎｅｒ提出Ｂｒｅｎｎｅｒ梯度清晰

度评价函数以来［２］，早先出现了多种常用的评价

函数［３８］，并出现了一些调焦实验系统［９，１０］。然

而，这些函数的提出都有它特定的应用背景，针对

不同的应用对象、显微镜和光照环境，不同的函数

有着相应的应用场合。相比之下，能量拉普拉斯

函数具有较好的评价性能［１１］。Ｓｕｎ等人采用在

不同放大倍数和不同成像环境下采集的１３９０００

幅显微图像，对已有的１８种清晰度评价函数进行

对比实验，结果表明归一化方差函数对光学显微

图像具有最好的评价性能［１２］。虽然自动调焦技

术是一个长久以来的研究问题，但选择或构建一

个适合显微图像的具有良好评价性能和稳定性的

评价函数仍然具有重要的现实意义。由此，提出

了基于小波变换的清晰度评价函数，用以获得良

好的自动调焦性能。

在实际的微操作过程中，不同的微操作对象

具有不同的高度（几μｍ到几百μｍ），同时在微操

作对象的夹持、搬运和组装过程中作业面处于不

同的深度。微操作对象的高度差和操作深度变化

往往超过了显微镜的焦深，同一视场内“聚焦”和

“离焦”特征共存，给自动调焦的方法提出了新的

要求。提出的基于目标选择的自动调焦法是解决

该问题的有效途径，同时也是实现显微镜下３Ｄ

视觉跟踪的重要手段。

２　基于小波变换的评价函数

　　小波变换（ＷａｖｅｌｅｔＴｒａｎｓｆｏｒｍｓ）是继Ｆｏｕ

ｒｉｅｒ变换后的纯粹数学和应用数学的完美结合的

又一典范，具有良好的局部时频特性，享有“数学

显微镜”的美称，广泛应用于信号处理。小波变换

可以捕捉到调焦过程中图像的细微特征变化。

对于图像的离焦模糊变化，通常可以看成是

点源扩展函数（ｐｏｉｎｔｓｐｒｅａｄｆｕｎｃｔｉｏｎ）与原始参

考聚焦图像卷积的结果。在离焦的过程中，随着

图像的模糊，变得越来越平滑，能量逐渐向低频段

分布，而高频段能量逐渐减少。由于正交小波变

换能量不变的特性，小波分解系数也呈相应的变

化趋势。图像最清晰时，小波分解后的高频系数

最大，随着图像离焦越远，图像越模糊，小波分解

后的高频系数随之变小，低频系数与高频系数的

变化相反。如图１所示。

图１　小波分解高频和低频系数的比较

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｏｗａｎｄｈｉｇｈｆｒｅｑｕｅｎｃｙｃｏｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｔｓ

综合考虑高频和低频系数的变化特点，提出

了综合两者变化特性的清晰度评价函数，用以获

得良好的调焦精度和分辨力。该评价函数定义为
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其中犛ＬＨ犐，犛ＨＬ犐，犛ＨＨ犐分别为分解层为犐高频段

的分解窗口，相应的高频系数 犠ＬＨ犐、犠ＨＬ犐和

犠ＨＨ犐。犓 层的低频系数为犠ＬＬ犓．
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３　小波基的选取及分解参数确定

　　小波基具有以下的特征参数
［１３］：正交性、支

撑长度、消失矩阶数、对称性、波形的光滑性和正

则性。对于具有正交特性的小波基，主要从其支

撑长度和消失矩阶数两个重要参数入手进行分

析。通过实验比较，优选的合适的小波基及其参数。

３．１　显微成像系统

显微成像系统用于图像的采集和传输，系统

包括安装在步进电机驱动工作台上的显微镜、

ＣＣＤ（Ｐａｎａｓｏｎｉｃ ＷＶＣＰ４７０／ＣＨ）、图像采集卡

（ＤａＨｅｎｇＣＧ４００ＰＣＩ）和５个不同放大倍数的显

微物镜，分别为５×（犖犃０．２）、１０×（犖犃０．２５）、

２５×（犖犃０．４０）、４０×（犖犃０．６０）和一个５×扩展

摄像物镜。工作台行程为７．５ｍｍ，分辨率为０．２

μｍ，用于自动调焦和图像序列的采集。评价函数

的性能对比实验采用如图２所示的６序列图像，

第一行为２幅硬铝表面图像，后４幅为肝脏切片

图像。每一序列有４９幅图像，采集时具有相同的

步距，其中第２５幅为人为初步判定的清晰图像。

图２　不同放大倍数下的显微图像

Ｆｉｇ．２　Ｉｍａｇｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ

３．２　 性能评价指标

清晰度评价函数的无偏性和单峰性要求是对

其定性分析的指标。而对于焦深狭小的显微镜和

高精度的微操作，对评价性能提出了更高的要求，

即需要从聚焦精度和分辨率两个方面定量分析清

晰度评价函数的性能。

３．２．１　聚焦精度

由于显微镜的焦深和图像噪声的影响，如图

３所示，实际聚焦时，所能检测到的聚焦位置只能

在理想位置附近的某一邻域内，为犣－犲和犣＋犲。类

似于自动聚焦不确定性测量（ＡＵＭ）的定义
［１１］，

定义评价函数的精度为

犃犕＝犣＋犲－犣－犲， （４）

在实际操作过程中，理想聚焦位置犣犳 由人

眼来判断。清晰度评价函数的聚焦精度可由误差

容许犲确定。犲可根据图像噪声大小程度来估

算，但为了计算的方便，可人为估计。本文定义犲

＝２．０％。

图３　聚焦精度的定义

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎｏｆａｃｃｕｒａｃｙｍｅｔｒｉｃｓ

３．２．２　分辨率

聚焦的精度度量评价了清晰度评价函数

犕（狕）在近焦位置的局部特性。为了分析犕（狕）在

调焦范围的全局特性，定义具有全局特性的分辨

率度量

犚犕＝σ＝
１

‖犕‖
∑
狓∈犛

（狕－犣犳）
２犕２（狕［ ］）１／２，（５）

其中犛表示可调焦范围，‖犕‖＝‖犕‖２。该定

义源于海森堡测不准原理的分辨率定义［１４］，相似

的定义可见［１５］。该定义反应了清晰度评价函数

曲线的形状，从物理角度，体现了清晰度评价函数

对离焦特征点的抑制特性。犚犕 越小，犕（狕）曲线

轮廓越窄，聚焦锐度越大，分辨力越高，同时对离

焦特征的抑制也越强。

３．３　小波基的选择

选用 Ｄａｕｂｅｃｈｉｅｓ（ＤＢ）、Ｓｙｍｌｅｔｓ（ＳＹＭ）和

ｃｏｉｆｌｅｔｓ（ＣＯＩＦ）三个常用小波基做对比实验，优选

适合显微视觉聚焦的小波基。为了方便比较，三

个不同小波采用相同的消失矩５，分解层数为３，

采用提出的清晰度评价函数对图像序列进行分

析。分析结果对比如图４所示。
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表１列出了聚焦精度和分辨率计算值，由结

果可以看出ＤＢ具有最高的分辨力，精度分别比

ＣＯＩＦ和ＳＹＭ 提高了１０％和４０％，分辨率分别

比ＣＯＩＦ和ＳＹＭ 提高了８％和２０％。因此选择

Ｄａｕｂｅｃｈｉｅｓ小波基。

图４　ＤＢ、ＳＹＭ和ＣＯＩＦ小波性能比较

Ｆｉｇ．４　ＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆＤＢ，ＳＹＭａｎｄＣＯＩＦ

表１　图４聚焦精度和分辨率计算值

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐｕｔｅｄａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｉｇｕｒｅ４

ＣＯＩＦ ＤＢ ＳＹＭ

犃犕（μｍ） ２．８８ ２．６２ ４．３７

犚犕（μｍ） ９．７８ ８．９５ １１．２４

３．４　支撑长度和消失矩阶数的选定

小波函数ψ（狓）具有犖 阶消失矩意味着小于

犖 次的多项式与小波做内积的结果为

∫犚
狓犖ψ（狓）ｄ狓＝０， （６）

一般光滑函数犳（狋）都能用多项式来表示（泰

勒级数展开式），小波的消失矩阶数越高，光滑函

数在小波展开式中的零元就越多，消失矩决定了

该小波逼近光滑函数的能力。因此，在实际工作

中我们总希望选择消失矩阶数较高的小波。在相

同的消失矩阶数的情况下，ＤＢ小波具有最小的

支撑长度，为２犖－１。并不是消失矩阶数越高越

好，随着消失矩增加其支撑长度变宽，运算量增

加。

一般来说，当犇＞５时，分析结果便有较高的

分辨率，再增加消失矩的阶数，分辨率提高不明

显［１５］。采用消失矩为４、６和８的ＤＢ小波对如图

２所示的图像序列进行分析，结果如图５所示。

从图中可以看出，消失矩较大时，评价函数具有较

高的聚焦精度和分辨率。但对于本文的商值算法

结构，当犇＞６时，评价函数的性能反而有降低趋

势，所以选择消失矩犇＝６。

３．５　分解层数的选定

取分解层１、２、３和４进行分析，结果如图６。

表２列出了四者的聚焦精度和分辨率。由结果看

出分解层数增加时，评价函数的聚焦精度呈下降

趋势，逐层下降了１２％、１７％和１１％。而分辨率

逐层提高了１５％、１０％和３％。相比之下，第２层

到第３层聚焦精度下降最大，而第３层到第４层

分辨率改善较小。第３层与第４层的聚焦精度和

分辨率相近，更深层次的分解已没有太大的意义。

综合考虑聚焦精度和分辨率，选择分解层数为３。

图５　Ｄ４，Ｄ６，Ｄ８小波性能比较

Ｆｉｇ．５　ＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤ４，Ｄ６ａｎｄＤ８

图６　不同分解层分析的性能比较

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｔｈｓ

表２　图６聚焦精度和分辨率计算值

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐｕｔｅｄａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｉｇｕｒｅ６

Ｄｅｐｔｈ１ Ｄｅｐｔｈ２ Ｄｅｐｔｈ３ Ｄｅｐｔｈ４

犃犕（μｍ） ２．６２ ２．９４ ３．４５ ３．６４

犚犕（μｍ） １０．９６ ９．３５ ８．３７ ８．１０

４　清晰度评价函数的性能比较

　　清晰度评价函数犕犞、犕犈 和犕犔 为经典的算

法，犕２ 是近期提出的小波高频评价函数
［１５］。本

文采用这四种评价函数做性能对比实验。
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犕Ｖ＝
１

犕犖∑狓 ∑狔
（犵犻（狓，狔）－μ犻）

２， （７）

犕Ｅ＝∑
狓

犘犽ｌｇ犘犽 ， （８）

犕Ｌ＝∑
狓
∑
狔

犆（狓，狔）
２， （９）

犕２ ＝
１

犕犖 ∑
（狓，狔）∈犈ＬＨ

（犠ＬＨ（狓，狔）－μＬＨ）［ ２
＋

∑
（狓，狔）∈犈ＨＬ

（犠ＨＬ（狓，狔）－μＨＬ
）２＋

∑
（狓，狔）∈犈ＨＨ

（犠ＨＨ（狓，狔）－μＨＨ
）］２ ． （１０）

其中犕 和犖 分别为图像的宽度和高度。μ犻为图

像灰度平均值。犘犽 为灰度为犽的像素所占的比

例。犆（狓，狔）为图像和拉普拉斯模板的卷积。犈

为图像分析区域。犠 和μ 分别为小波分解后的

高频系数及其平均值。

４．１　小犖犃显微图像评价性能的比较

小数值孔径（犖犃）物镜具有焦深长、工作空

间大的特点。采用如图２所示的放大倍数为５，

深度差为４０μｍ的硬铝表面图像序列的对比实

验结果如图７所示，由表３数据可得，犕Ｗ 具有最

高的聚焦精度和分辨率，其聚焦精度分别比犕Ｅ、

犕２、犕Ｖ 和 犕Ｌ 高５７％、４０％、１２％和４％。分辨

率相应高９４％、３９％、６％和２％。与 犕Ｗ 相比，

犕Ｖ 和犕Ｌ 具有较高的精度，犕犔 和犕２ 具有相对

较小的分辨率。对于小 犖犃 图像，犕Ｌ 与 犕Ｗ 的

清晰度评价性能最为接近。

图７　采用小犖犃图像序列的性能比较

Ｆｉｇ．７　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｕｓｉｎｇｌｏｗ犖犃ｉｍａｇｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

表３　图７聚焦精度和分辨率计算值

Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐｕｔｅｄａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｉｇｕｒｅ７

犕２ 犕Ｗ 犕Ｅ 犕Ｖ 犕Ｌ

犃犕（μｍ）１１．９５ １１．７１ ２０３．４３ １９．０９ １２．４７

犚犕（μｍ）１０．２０ ６．１７ １４．３９ ７．０３ ６．４３

４．２　大犖犃显微图像评价性能的比较

大犖犃显微物镜具有焦深短，工作空间小的

特点，采用如图２所示的放大倍数为２００，深度差

为３μｍ的肝脏图像序列的对比实验结果如图８

所示。由表４的数据可得，犕Ｗ 具有最高的聚焦

精度和最高的分辨率，其聚焦精度分别比 犕Ｅ、

犕Ｌ、犕Ｖ 和 犕２ 高９３％、１７％、６４％和３％。分辨

率相应高４７％、４２％、２５％和１４％。对于大 犖犃

图像，犕Ｌ、犕Ｗ 和犕２ 比其它的评价函数具有明显

高的聚焦精度，犕Ｗ 和 犕Ｌ 比其它的评价函数具

有明显小的分辨率。犕Ｌ 与犕Ｗ 的清晰度评价性

能最为接近。

图８　采用大犖犃图像序列的性能比较

Ｆｉｇ．８　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｕｓｉｎｇｈｉｇｈ犖犃ｉｍ

ａｇｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

表４　图８聚焦精度和分辨率计算值

Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐｕｔｅｄａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｉｇｕｒｅ８

犕２ 犕Ｗ 犕Ｅ 犕Ｖ 犕Ｌ

犃犕（μｍ） ２．４１ ２．３４ ４０．７１ ６．５０ ２．８２

犚犕（μｍ）１２．６０ ７．１９ １３．５６ ９．５３ ８．３２

４．３　抗噪声性能的比较

抗噪实验选取放大倍数为１００的图像序列，

每幅图加入标准偏差为２５的高斯白噪声。实验

结果如图９所示，可以看出，犕Ｌ 和 犕２ 对噪声最

为敏感，在较小的调焦范围内便出现了多个局部

极值点，清晰度评价失败。犕Ｅ、犕Ｗ、犕Ｖ 仍然具

有可靠的清晰度评价能力，有较强的抗噪能力。

其中评价函数犕犠 和犕犞 具有明显高的聚焦精度

和分辨率。由表５的数据可得，犕Ｅ、犕Ｗ、犕Ｖ 三

者的聚焦精度和全局分辨力较未加噪图像有所降

低。聚焦精度分别下降６％、８６％和２１％，其分辨

率分别下降２０％、８４％和３３％，但其仍然保持最

高的聚焦精度，分别比 犕Ｅ 和 犕Ｖ 高 ９２％和

７６０１第６期 王义文，等：基于小波变换的显微图像清晰度评价函数及３Ｄ自动调焦技术



５０％。分辨率比 犕Ｅ 高７％，比 犕Ｖ 低１５％。在

较大的白噪声干扰下，犕Ｖ 和本文提出的评价函

数犕Ｗ 仍然保持较高的聚焦精度和分辨率，两者

清晰度评价性能在抗噪声实验中接近。

图９　采用噪声污染图像序列的性能比较

Ｆｉｇ．９　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｕｓｉｎｇｉｍａｇｅｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｃｏｒｒｕｐｔｅｄｂｙｎｏｉｓｅ

表５　图９聚焦精度和分辨率计算值

Ｔａｂ．５　Ｃｏｍｐｕｔｅｄａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｉｇｕｒｅ９

犕２ 犕Ｗ 犕Ｅ 犕Ｖ 犕Ｌ

犃犕（μｍ） － ４．３５ ５４．０８ ８．６３ －

犚犕（μｍ） － １３．２２ １４．４２ １１．４９ －

５　３Ｄ自动聚焦

　　实际的微操作过程中，由于不同的微操作对

象具有不同的高度（几μｍ到几百μｍ）。同时在

微操作对象的夹持、搬运和组装的操作过程中作

业面处于不同的深度。微操作对象的高度差和操

作深度变化往往超过了显微镜的焦深，给自动调

焦的方法提出了新的要求。采用基于目标区域选

择的自动调焦法是解决该问题的有效途径，即在

选择区域内计算清晰度，聚焦于所选目标。

实验中选用５倍物镜，深度差为２０μｍ 的

ＭＥＭＳ齿轮图像序列如图１０所示，共有５０幅图

像，其中第２６图像为清晰图像。齿轮模数为

０．０３，高度为５００μｍ，显微镜的焦深为５０μｍ左

右。由此，在没有目标选择的情况下，如图１１（ａ）

所示，调焦获得“折中”效果，如评价函数曲线所

示，判定背景较为清晰的第２幅图为清晰图像，同

时可以看出，在第２５幅位置出现了局部极值点，

这是因为齿轮在该位置最清晰。在图１１（ｂ）中，

矩形选择窗口设置在ＭＥＭＳ齿轮上，从图可以看

出，此时犕Ｗ 评价函数能准确判断聚焦位置，由于

噪声的干扰，抗噪能力较差的评价函数犕２ 和犕Ｌ

未能准确判断聚焦位置。在图１１（ｃ）中，２个矩形

选择窗口设置在基底背景上，背景最清晰的是第

１幅图像，此时犕Ｗ评价函数值在相应位置为极

图１０　ＭＥＭＳ齿轮

Ｆｉｇ．１０　 ＭＥＭＳｇｅａｒ

（ａ）

（ｂ）

（ｃ）

图１１　区域选择聚焦

Ｆｉｇ．１１　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｕｔｏｆｏｃｕｓｉｎｇ
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大值，且曲线呈现单峰性。从这３幅曲线图可以

直观的看出，犕Ｗ 具有相对较好的清晰度评价性

能和抗干扰能力，验证了本文提出的评价函数。

６　结　论

　　提出了基于小波变换的图像清晰度评价函

数。通过实验比较，选择了Ｄａｕｂｅｃｈｉｅｓ小波基并

确定了其参数。采用不含噪声的小犖犃和大犖犃

图像序列的对比实验表明，本文提出的评价函数

具有最高的聚焦精度和分辨率，归一化方差函数

和能量拉普拉斯函数也具有较好的评价性能。抗

噪声对比实验结果表明，本文提出的评价函数具

有与归一化方差函数相似的最好的抗噪能力，熵

函数抗噪能力次之，小波高频函数和能量拉普拉

斯函数抗噪能力最差。针对显微镜焦深小，操作

深度大的问题，提出了基于区域选择的３Ｄ微操

作对象的自动聚焦的方法，实现了处于不同深度

的显微目标的三维自动聚焦。
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