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显微镜自动粗调焦的犜犲狀狀犲狀犌狉犪犱改进算法
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摘要：提出了使用Ｓｏｂｅｌ算子或Ｌａｐｌａｃｅ算子做卷积，对图像像素点进行绝对值相加的ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ改进算法，以及Ｌａ

ｐｌａｃｅ改进算法，和几种已有评价函数进行分析比较。为了判断粗调评价函数的优劣，对评价函数的判断准则进行了逐

一分析，并且将平滑性、高效率、强壮性作为最主要的衡量标准。在搭建的显微镜粗调实验系统中，对较为复杂的

ＭＥＭＳ器件微加速度计进行粗调成像。另外，对显微成像系统的调焦策略进行分析研究，提出并比较分析了３种调焦

策略，其中狀点灰度比较策略是较优的策略。实验处理结果表明，改进的ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ算法具有最优的粗调特性，调焦范

围较大，达到了２１０μｍ；调焦分辨率高，达到７μｍ，同时调焦图像显示出曲线变得更加平滑，曲线部极值点由５个减为０

个。
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１　引　言

　　在使用显微镜拍摄图像时，手动调焦方式难

以保证调焦的一致性和重复性，从而会影响到后

期图像的处理和分析精度。通过图像分析进行自

动调焦的被动调焦方法，由于设备简单，而且不需

要标定显微镜参数值，在显微成像系统中得到了

广泛的应用。为了改进调焦效果，提高调焦效率，

加大自动调焦范围，可以采用粗调和细调相结合

的调焦方法。

调焦技术中两个重要的内容是评价函数和调

焦策略的选择。细调方法与粗调方法各有特点，

需要采用不同的评价函数和调焦策略。相对于细

调方法国内外有较多的研究工作，对粗调方法的

系统研究工作还较少。

本文对显微成像系统现有的粗调评价函数进

行分析和研究，在此基础上提出改进的 Ｔｅｎｎｅｎ

Ｇｒａｄ和Ｌａｐｌａｃｅ函数。搭建显微摄像系统，进行

粗调实验来比较各评价函数曲线的性质。最后，

提出３种不同的调焦策略，并对它们的优缺点以

及适用条件做出比较分析。

２　调焦原理和基本假设

　　用几何光学的知识，分析显微镜成像系统，可

以得到它的点扩散函数，如图１所示。

图１　显微镜成像

Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｉｎｇ

像点狆 通过显微物镜成像，清晰成像点为

狆′。在狆′后面的接收屏上，产生半径为狉的弥散

斑，用薄透镜成像公式可以得到：

狉＝狊
犇
２
（１
犳
－
１

狌
－
１

狊
）， （１）

为了更方便地研究显微成像系统的图像模糊

情况，通常假定光学系统满足线性条件和空间不

变性条件。在满足这两个条件的前提下，可以将

最终得到的模糊图像简化为点扩散函数与理想清

晰图像之间的卷积。

定性的分析图像清晰度，不失一般性，可以假

设狏＜狊，这时，待测物点成像在接收面前方。从

式（１）中可以看出：当物距狌增大时，点扩散函数

的半径狉也随之增大，在进行卷积处理后，图像像

素间的差值变小。为了判断待测器件是否处于清

晰成像位置，可以使用评价函数分析图像中各像

素点间的差值，可以认为差值大的图像接近清晰

位置，差值小的图像偏离清晰位置。

３　自动调焦评价函数综述

　　用犳（犐）表示评价函数值，犛（犻，犼）表示犕×犖

的图像矩阵犛中的元素。综合现有的自动调焦文

献［１５］，使用较多的评价函数主要有以下几种：

（１）图像方差

犳（犐）＝
１

犕犖∑犕 ∑犖
［犛（犻，犼）－

１

犕犖∑犕 ∑犖
（犛（犻，犼）］

２，

（２）

（２）熵

根据香龙信息理论，熵值越大时，信息量越

多，将此理论应用在调焦过程中，作为图像清晰度

的评价函数。一幅图像的熵值可以表示为：

犳（犐）＝－∑
犽

狆犽ｌｏｇ２狆犽， （３）

（３）平方梯度

平方梯度方法希望突出较大梯度值对评价函

数值的影响，从而在函数值曲线中，突出清晰成像

位置处的峰值，提高曲线的灵敏度。

犳狓（犐）＝∑
犕
∑
犖

狘犛（犻，犼＋１）－犛（犻，犼）狘
２， （４）

上式只考虑了犡方向的梯度情况，为了充分

利用图像矩阵的信息，在此基础上，可以加上犢

方向的平方梯度。得到：

　　犳狓（犐）＝∑
犕
∑
犖

狘犛（犻＋１，犼）－犛（犻，犼）狘
２
＋

∑
犕
∑
犖

狘犛（犻，犼＋１）－犛（犻，犼）狘
２，

（５）
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（４）Ｂｒｅｎｎｅｒ函数

Ｂｒｅｎｎｅｒ提出在一阶微分大于某阈值时，使

用微分中值定理计算像素梯度：

犛′（犻）＝［犛（犻＋１）－犛（犻－１）］／２， （６）

然后将上式定义的梯度求平方和，得到：

犳Ｂｒｅｎｎｅｒ（犐）＝∑
犕
∑
犖

狘犛（犻，犼＋２）－犛（犻，犼）狘
２ ，

（７）

其中，｜犛（犻，犼＋１）－犛（犻，犼）｜≥犜

（５）ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数

使用ｓｏｂｅｌ算子计算一阶微分

犛狓＝

－１　０　１

－２　０　２

－１　０　

烄

烆

烌

烎１

，犛狔＝

１ ２ １

０ ０ ０

－１ －２ －

烄

烆

烌

烎１

卷积后得到的微分矩阵假设为犌狓（犻，犼）和犌狔

（犻，犼），得到的判别函数是：

犳ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ（犐）＝∑
犕
∑
犖

犛（犻，犼）， （８）

其中：犛（犻，犼）＝犌
２
狓（犻，犼）＋犌

２
狔（犻，犼）

（６）Ｌａｐｌａｃｅ函数

犔＝
１

６

０ －１ ０

－１ ４ －１

０ －

烄

烆

烌

烎１ ０

将该算子和图像进行卷积，可以得到梯度矩

阵犌（犻，犼）。与上面的方法类似，得到的判别函数

是：

犳ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ（犐）＝∑
犕
∑
犖

犌２（犻，犼）， （９）

４　ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ和 Ｌａｐｌａｃｅ的粗调

改进算法

　　在ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ和Ｌａｐｌａｃｅ评价函数中，采用

了Ｓｏｂｅｌ算子和Ｌａｐｌａｃｅ算子对图像进行卷积处

理，得到图像梯度值，然后再对梯度矩阵的元素求

平方和。

对梯度矩阵求平方和，在加大图像灵敏度的

同时，也放大了图像像素梯度的随机波动，特别是

在远离成像平面的位置上，图像梯度的较大波动

可能会产生局部极值，从而损害曲线平滑性。

因此，希望能采用新的算法。

（１）ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ改进算法。

使用Ｓｏｂｅｌ算子和图像卷积，得到图像的微

分矩阵犌狓（犻，犼）和犌狔（犻，犼），求该矩阵元素的绝对

值之和，得到的判别函数是：

犳ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ（犐）＝∑
犕
∑
犖

狘犌狓（犻，犼）狘＋狘犌狔（犻，犼）狘，

（１０）

Ｓｏｂｅｌ算子与图像做卷积的结果，是对图像

像素平均之后再求梯度值。评价函数值对随机误

差的变动不太敏感，有利于得到平滑曲线。

（２）Ｌａｐｌａｃｅ改进算法

使用Ｌａｐｌａｃｅ算子和图像进行卷积，可以得

到梯度矩阵犌（犻，犼）。与上面的方法类似，得到的

判别函数是：

犳ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ（犐）＝∑
犕
∑
犖

狘犌（犻，犼）狘，（１１）

５　粗调评价函数的判断标准

　　对这些评价函数是否适用于粗调调焦做出合

理的判断和选择，需要统一的判断标准。综合已

有的文献［６１２］，评价函数的判断标准一般有这

样几条：无偏性、灵敏性、单峰性、平滑性、强壮性

以及高效率。这些判断标准可以作为粗调函数和

细调函数优劣的通用判据。

但是，与细调算法相比，粗调算法具有自己的

特殊性，因此，为了找到最有效的粗调评价函数，

有必要对判断标准进行详细的比较分析：

（１）无偏性要求很低。

在细调算法中，无偏性是调焦精度的保障，曲

线峰值和真实值之间的偏差，是调焦算法的系统

误差，也是调焦系统的精度极限。但是，在粗调系

统中，由于调焦精度要求低，一般来说，评价函数

曲线峰值的偏移量远小于调焦步距，因此，不会影

响到粗调系统的调焦结果。

（２）灵敏性要求较低。

清晰成像位置附近的灵敏度往往是判断细调

算法好坏的重要标准。灵敏性好的评价函数，曲

线峰值突出，可以精确得到成像位置。但是，在粗

调过程中，调焦系统只需要得到评价函数最大值

的大致范围，更进一步的调焦工作可以由细调系

统完成。因此，粗调算法对灵敏度，特别是清晰成

像位置附近的灵敏度要求较低。

（３）单峰性要求较低。

在细调算法中，如果曲线真实峰值附近存在

局部最大，细调焦系统就有可能会停止在某一个
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局部最大值的位置，从而影响到最终的调焦结果。

但是，在粗调过程中，由于步距较大，因此，曲线峰

值几乎都出现在两个粗调位置之间，它附近小的

局部最大值不会影响到最终的粗调结果。

（４）平滑性范围要求很高。

在细调算法中，算法所关注的是峰值附近的

曲线状况，偏离峰值较大位移处的曲线情况，并不

会影响到系统的细调结果。但是，在粗调系统中，

为了能对各种高度的器件进行自动调焦，要求粗

调系统的使用范围较大。当评价函数曲线平滑性

范围较大时，可以在调焦过程中应用高效的调焦

策略，从而快速准确地得到粗调结果。

（５）强壮性要求较高。

这个判断标准对于细调和粗调算法来说都是

比较重要的，在某种意义上来说，对于粗调算法甚

至更加重要。如果外界干扰使得评价函数曲线产

生波动，那么细调算法的最终调焦结果会出现一

个小的偏差，而对于粗调过程，如果采用高效的调

焦策略，调焦过程可能会停在调焦曲线的某个局

部极值处，从而产生一个无法忍受的大误差，无法

得到图像。

（６）高效率要求较高。

粗调系统的调节范围较大，尽量减小评价函

数的计算量，可以将系统快速调整到成像位置附

近，这将有效提高系统的测量效率。

因此，在粗调算法的判断上，应该是以平滑

性，强壮性和高效率作为算法优劣的判断标准。

６　实验结果与分析

　　在本文搭建的显微镜自动调焦实验平台中，

使用ＳｏｎｙＸＣＳＴ５０摄像机来获得显微镜图像，

该摄像机的信噪比为５８ｄｂ，可以满足１０ｂｉｔ灰度

的信噪比要求。与之匹配的图像采集卡选用的是

ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公司生产的 ＰＣＩ１４０９，该采

集卡可以进行四路黑白图像采样，图像像素灰度

值可以达到１０ｂｉｔ。

用来实现粗调定位的是经过细分的步进电

机，计算机根据图像评价函数的计算结果，判断待

测器件接近成像位置的移动方向，并给出脉冲信

号控制步进电机运动。步进电机带动显微镜载物

台实现粗调，载物台的粗调步距为７μｍ。实验在

清晰成像位置附近共取了３０个成像位置，得到一

系列图像，载物台的总行程是２１０μｍ。

实验中的待测器件是清华大学精仪系董景新

老师提供的陀螺微加速度计（如图２所示），这种

梳齿式微加速度计图像较为复杂，由于各梳齿之

间采用的是差动驱动，因此梳齿之间的间隔不相

等。在使用１０倍显微物镜在ＣＣＤ摄像机中成像

时，梳齿之间最小的间隔只有３个象素点，当器件

偏离清晰成像位置较远时，梳齿的点扩散函数在

和图像做卷积时会互相干扰，影响评价函数值。

因此，在对该器件进行粗调聚焦之前，需要对粗调

评价函数进行研究分析，挑选最适合的评价函数。

图２　微加速度计的局部图像

Ｆｉｇ．２　Ｌｏｃａｌｉｍａｇｅｏｆｍｉｃｒｏａｃｃｅｌｅｒｏｍｅｔｅｒ

本文中选用的评价函数为：（１）图像方差函

数。（２）熵函数。（３）平方梯度函数。（４）Ｂｒｅｎｎｅｒ

函数。（５）ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数。（６）Ｌａｐｌａｃｅ函数。

（７）改进的 ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数。（８）Ｌａｐｌａｃｅ改进

函数。

采用前面提到的各种评价函数对一系列图像

进行处理，并且使用评价函数中的最大值作为基

准进行标准化。处理后得到的曲线如图３、图４

所示。

对上面８种评价函数的曲线进行比较分析，

可以得到：就平滑性而言，改进后的ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ

方法（７）体现出了明显的优势，使用该方法得到的

曲线在器件２１０μｍ 的行程中，几乎是处处平

滑的。

分析图４，比较改进前后的ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数

以及Ｌａｐｌａｃｅ函数，可以看出：ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数

和Ｌａｐｌａｃｅ函数方法对梯度值的平方运算会放大

随机误差，从而使图像的平滑性受到影响，在曲线

中出现局部最大值。而改进之后的算法使用的是

绝对值之和，平滑性有了非常大的提高。
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图３　前四种评价函数曲线

Ｆｉｇ．３　Ｃｕｒｖｅｓｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔ４ｃｒｉｔｅｒｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

图４　另四种评价函数曲线

Ｆｉｇ．４　Ｃｕｒｖｅｓｆｏｒｔｈｅｌａｔｔｅｒ４ｃｒｉｔｅｒｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

当同样是对梯度进行绝对值相加时，比较改

进的 ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数和Ｌａｐｌａｃｅ函数，可以看

出：使用Ｓｏｂｅｌ算子比使用Ｌａｐｌａｃｅ算子的效果要

好，即使是改进之前的 ＴｅｎｎｅＧｒａｄ函数，其平滑

性也与改进后的 Ｌａｐｌａｃｅ算法相当。这是由于

Ｓｏｂｅｌ算子和Ｌａｐｌａｃｅ算子对矩阵进行卷积处理

的效果不同，Ｓｏｂｅｌ算子是对图像相邻像素进行

平均之后再求梯度，而Ｌａｐｌａｃｅ算子对图像进行

了二次微分，这就使得Ｌａｐｌａｃｅ方法对图像梯度

的随机变动更加敏感。

本文选用改进后的ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数作为粗

调评价函数，分析该算法的计算效率。在实际的

计算过程中，首先使用Ｓｏｂｅｌ算子对图像进行卷

积处理，得到梯度矩阵，然后进行绝对值相加。整

体计算量不大，在所搭建的实际测量系统中，自动

粗调过程中的每一步稍做停顿，对清晰度评价函

数进行同步运算和判断，并通过清晰度评价函数

的结果控制步进电机的转动方向，使步进电机带

动载物台向清晰成像位置移动。实验证明是可

行的。

该算法采用Ｓｏｂｅｌ算子进行卷积，在求梯度

之前先进行像素灰度平均，有效地抑制了误差的

产生，具有较好的强壮性。

７　自动调焦策略

　　为了快速准确地将待测器件调整到清晰成像

位置，还需要根据调焦评价函数设计适当的调焦

策略。

本文提出３种调焦策略：均值灰度比较策略、

单点灰度比较策略以及双点灰度比较策略。均值

灰度比较策略的抗干扰性更强；单一灰度比较策

略运算量较小，调焦步骤较少。它们分别适用于

不同的系统环境。双点灰度比较策略在使器件迅

速达到成像位置的同时，提高了抗干扰能力，是一

种较优的调焦策略。

均值灰度比较策略的调焦步骤是：事先将待

测器件调整到成像平面下方，逐步向上移动显微

镜载物台，器件通过显微镜成像于ＣＣＤ摄像机

上，计算机读入图像并计算出评价函数值，比较评

价函数值狓与前面４个评价函数值均值珚狓的大

小。如果珚狓＜狓，说明还没有到达最佳成像位置，

继续同向运动，直到珚狓＜狓不成立，步进电机开始

方向运动。经过几次循环后，为了得到精确的峰

值位置，不再对清晰度取平均值，直接和前一个位

置的图像进行比较，从而可以判断出图像是否位

于最佳的成像平面位置。

从图３和图４中的评价函数曲线可以看出：

评价函数的局部极值多出现在远离清晰成像位置

处，比较评价函数均值可以有效地减少随机误差。

在几次循环之后，器件已经接近清晰成像平面，此

时使用单点灰度比较就可以有效地到达成像位

置。

该过程是一个循环过程，通过步进电机，使待

测器件在成像位置上下做幅值递减的运动，并且

最终达到清晰成像位置，移动情况示意图见图６。

单一灰度比较策略较为简单，由步进电机带

动载物台向上移动，将每一步的评价函数值狓犻和

前一步的评价函数值狓犻－１做比较，当狓犻＞狓犻－１时，

说明图像还没有达到曲线最大值，步进电机继续

同向转动，直到狓犻＜狓犻－１，说明载物台超过最佳成

像位置１步。

使用这种方法可以将待测器件迅速移动到清
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图５　均值灰度比较策略流程图

Ｆｉｇ．５　Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆａｖｅｒａｇｅｇｒｅｙｌｅｖｅｌｃｏｍｐａｒｉｎｇ

ｓｔｒａｔｅｇｙ

图６　循环过程示意图
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晰成像位置，但是这种方法对评价函数曲线要求

很高，对成像误差也非常敏感。评价函数值必须

在整个测量范围中保持平滑，否则，器件将会停止

在评价函数曲线的局部极值处，影响成像效果。

为了迅速达到清晰成像位置，而且有一定的

抗干扰能力，可以采用双点灰度比较策略。该策

略由步进电机带动载物台移动，将每一步的评价

函数值狓犻和前一步的评价函数值狓犻－１做比较，同

时比较狓犻－１和狓犻－２的大小，只有当狓犻＜狓犻－１且

狓犻－１＜狓犻－２时，才做出载物台超过最佳成像位置２

步的结论。在评价函数曲线出现单个的局部极值

时，这种调焦策略仍然可以准确地找到清晰成像

位置。同时，由于该策略只是多做了一步调焦处

理工作，所以计算量的增加很小。

在干扰进一步增大的情况下，还可以增加比

较点个数，使用如３点灰度比较策略等狀点灰度

比较策略，这样可以提高抗干扰能力，在局部极值

连续点个数犽≤狀－１时，仍然可以进行显微镜调

焦。但是，在增加狀值大小的同时，也对清晰成像

位置附近的曲线平滑性提出了更高的要求。总体

来说，评价函数在成像位置附近的平滑性，要比偏

离成像位置处的平滑性好，但是，误差干扰较大的

情况下，仍然会出现局部极值。因此，狀值取得太

大，有可能无法得到成像位置。在实际调焦中，应

该根据具体误差类型和评价函数在不同位置处的

抗干扰性确定合适的狀值。

８　结　论

　　比较３种粗调调焦策略，它们可以用在不同

的实验条件下：当显微成像系统的外界干扰大，而

对调焦速度要求不高时，可以采用均值灰度比较

策略来进行自动调焦；当显微成像系统的外界干

扰小，而调焦速度要求较高时，可以选用单点灰度

比较策略；多数情况下，外界误差和计算速度介于

两者之间，可以采用狀点灰度比较策略，具体分析

靠近和远离清晰成像平面处，评价函数值对误差

的敏感性，从而确定出具体的狀值。通过实验比

较不同评价函数的实验曲线，可以看出：改进后的

ＴｅｎｎｅｎＧｒａｄ函数曲线平滑范围达到２１０μｍ，分

辨率达到７μｍ，平滑性好；局部极大值由５个减

少为０个，计算量小；由图象矩阵的２阶计算变为

了１阶计算；是一种很好的粗调评价函数。
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