
第１６卷　第１期

２００８年１月　 　
　　　　　　　　

　 光学 精密工程

　ＯｐｔｉｃｓａｎｄＰｒｅｃｉｓｉｏｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
　　　　 　　　　

Ｖｏｌ．１６　Ｎｏ．１

　　 Ｊａｎ．２００８

　　收稿日期：２００７０７０２；修订日期：２００７０８２０．

　　基金项目：国家８６３高技术计划资助项目（Ｎｏ．２００６ＡＡ０２Ｚ３４７）

文章编号　１００４９２４Ｘ（２００８）０１０１６６０６

基于加权邻域相关性的显微镜自动聚焦函数
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摘要：提出了一种基于加权邻域相关性的显微镜自动聚焦函数，并在研究显微镜聚焦原理及成像过程的基础上，分析了

显微镜图像中像素邻域灰度相关性及像散现象对聚焦评价的影响。首先，分别计算每幅显微镜序列图像中各像素与其

四邻域像素的灰度相关性。然后，计算基于此相关性加权平均值的二次多项式聚焦函数，其中的权值则根据对应像素与

显微镜视场中心的距离来确定。最后，选取该函数值最大的图像为聚焦图像。实验结果表明，与经典的聚焦函数（如方

差函数、绝对梯度函数、Ｒｏｂｅｒｔｓ梯度函数及 Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数）相比，本文方法的聚焦灵敏度因子提高了０．３１８５～

０．３２６８，噪声环境下聚焦的平均正确率提高了０％～４０％。该方法能够准确地评价图像聚焦的程度，并具有较高的灵敏

度和较强的抗噪性。
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１　引　言

　　光学显微镜是利用光学原理将人眼所不能分

辨的细胞、病毒等微小物体放大，以供人们认识物

质微观世界的光学仪器。目前，它已经广泛用于

生物工程、医学、农学、物理学、化学、材料学、工业

制造及地质考古等领域的检测与分析［１］。随着这

些技术领域的飞速发展，人工观测分析的方式已

经无法适应急剧增大的信息量的现状，显微图像

的自动采集、分析已成为必然趋势。

实现高精度的自动聚焦是显微镜自动化的首

要问题之一，其关键是确定评价聚焦程度的量化

函数。聚焦程度视觉上是靠图像的清晰程度来衡

量的，图像越清晰所包含的边缘细节信息越多。

图像的边缘在空域中就是灰度变化明显的地方，

而在频域中表现为高频分量［２］。根据这些特点，

自动聚焦评价函数可分为时域和空域两类［３］。目

前已经提出的经典的空域类函数有方差函

数［２，４６］、梯度函数［２，５７］（平方梯度函数、绝对梯度

函数、Ｒｏｂｅｒｔｓ梯度函数、Ｓｏｂｅｌ梯度函数、Ｂｒｅｎ

ｎｅｒ函数、Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数）及灰度熵函数
［７９］等；

频域类函数是把图像转化到频域中求其高频分量

的含量，基本的频域转化方法是ＤＣＴ变换、傅里

叶变换和小波变换［２，５，１０１１］。

本文提出了基于像素邻域自相关的聚焦评价

函数，实验结果表明，与经典的聚焦评价函数相

比，该方法具有更高的灵敏度和更强的抗噪性。

２　显微图像聚焦原理及像素邻域相

关性分析

　　显微镜是通过透镜对光线的折射进行成像

的，图１为显微镜图像成像原理图。

在显微镜成像过程中物平面（样本切片）上每

一个点犘发出的全部光线，经过透镜折射后仍交

于一点犙，即每一个物点对应于一个像点，所有物

点组成该物平面的聚焦平面［１２］。若观察面（显

微图像成像平面）刚好位于聚焦平面，则可获得清

晰的显微图像，此时称为聚焦；若观察面偏离了聚

图１　显微镜成像原理图

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｉｎｇ

焦平面，则每个物点在观察面上形成一个半径为

狉的圆斑，这时产生了离焦现象，狉的大小可以表

征图像的聚焦程度。狉越大，观察面离聚焦平面

越远；狉越小，则观察面越靠近聚焦平面
［２，１２］，当狉

＝１ｐｉｘｅｌ（以下记为１）时，聚焦精度可达像素级。

分析观察面成像中各像素亮度形成的情况：当圆

斑半径为１时，在观察面成像中每个像素的灰度

值由以该像素的四邻域像素为圆心的圆斑叠加而

成，如图２（ａ）所示，这导致观察成像平面的像素

点与其四邻域像素相互影响、高度相关。当狉增

大时，这种相关性扩散到该像素的狉半径邻域内

的所有像素，且几何距离越近的像素其相关性越

大。因此，观察面成像中每个像素与其某个邻域

内的像素，特别是四邻域像素的相关性可以反映

图像的聚焦程度，相关性越大表明聚焦程度越低，

反之则聚焦程度越高。当该像素与其四邻域像素

的相关性最小时，表明狉＜１ｐｉｘｅｌ，以各像素为中

心的圆斑在像素所在位置不会交叠，如图２（ｂ）所

示，此时聚焦精度可高于像素级。

（ａ）离焦圆斑　　　　　　　（ｂ）聚焦圆斑

（ａ）Ｄｅｆｏｃｕｓｉｎｇｆａｃｕｌａｅ　　　（ｂ）Ｆｏｃｕｓｉｎｇｆａｃｕｌａｅ

图２　圆斑叠加图

Ｆｉｇ．２　Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｆａｃｕｌａｅ
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聚焦精度不仅和显微图像的分辨率有关，还

与聚焦区域的选择有关。根据显微成像的特点，

当视场很大时，靠近视场边缘的物点离光轴远，光

束倾斜大，经透镜折射后会引起像散，像散会使物

点的成像形成一个椭圆的斑点，影响外围图像的

清晰度［１，１３１４］。为了减少像散对聚焦精度的影

响，可将聚焦区域尽量靠近视场中心。

３　基于像素邻域相关性的聚焦评价

函数

３．１　像素邻域平均相关系数

若显微镜图像犳大小为犕×犖，计算显微镜

图像中像素（犻，犼）与其四邻域像素犇犻，犼的平均相

关系数［１５］为

狆＝

∑
犕－１

犻＝２
∑
犖－１

犼＝２

１

４
× ∑
犱∈犇犻，犼

［犳（犻，犼）×犳（犱）］

∑
犕

犻＝１
∑
犖

犼＝１

犳（犻，犼）
２

０＜狆≤１． （１）

令

狇＝（１－狆）
２， （２）

当狇越小，则说明图像中像素与其邻域像素的相

关性越大，即有半径越大、数目越多的离焦圆斑在

该像素处叠加，此时聚焦程度越低；当狇越大，则

像素与其邻域像素的相关性越小。当狇取最大值

时，在各像素处无离焦圆斑叠加，即离焦圆斑半径

＜１，可达到高于像素级的聚焦精度。狇在［０，１］

上为单峰函数且与图像的聚焦程度具有无偏性，

因此式（２）可作为聚焦的评价函数。

３．２　像素邻域加权平均相关系数

由第２节的分析可知，为了减少像散现象对

聚焦精度的影响，应尽量选择靠近视场中心的像

素计算聚焦评价函数。因此，可根据像素到图像

中心的距离确定其参与聚焦评价函数计算的权

重。像素犳（犻，犼）对应的权重

狑犻，犼＝

１

１＋ （犻－犻ｃ）
２＋（犼－犼ｃ）槡

２
　 （犻－犻ｃ）

２＋（犼－犼ｃ）槡
２
≤犚

０　　　　　　　　　　

烅

烄

烆 ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ

，

（３）

其中（犻ｃ，犼ｃ）为视场中心的坐标，犚为给定的聚焦

区域半径。

若显微镜图像犳大小为犕×犖，计算显微镜

图像中所有像素与其四邻域像素的加权平均相关

系数为

狆ｗ ＝

∑
犕－１

犻＝２
∑
犖－１

犼＝２

１

４
×狑犻，犼× ∑

犱∈犇犻，犼

［犳（犻，犼）×犳（犱）］

∑
犕

犻＝１
∑
犖

犼＝１

狑犻，犼×犳（犻，犼）
２

０＜狆ｗ ≤１． （４）

令

狇ｗ＝（１－狆ｗ）
２， （５）

为对应的聚焦评价函数。

４　实　验

　　 为了评估基于像素邻域相关性的聚焦评价

函数的性能，本文对该聚焦函数与经典的聚焦函

数如方差函数、绝对梯度函数、Ｒｏｂｅｒｔｓ梯度函数

及Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数进行了聚焦灵敏度与抗噪性

的比较。实验分为以下三个阶段。

（１）实验图像的采集。在手动调焦过程中，对

同一观测对象，采集从离焦到聚焦，再从聚焦到离

焦的序列显微图像，共５组，其中离焦图像与聚焦

图像如图３所示，显微图像的视场大小为７６８×

５７６，视场中心位于图像中心。

（ａ）离焦图像　　　　　　　（ｂ）聚焦图像

（ａ）Ｄｅｆｏｃｕｓｉｎｇｉｍａｇｅ　　（ｂ）Ｆｏｃｕｓｉｎｇｉｍａｇｅ

图３　显微图像

Ｆｉｇ．３　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓ

（２）聚焦灵敏度评估。对每一组图像用上述

的各种聚焦函数进行评价，并将各函数值分别归

一化到［０，１］，其中一组图像对应的评价函数曲线

如图４（ａ）所示，该组图像的聚焦图像为第９幅。

８６１ 　　　　　光学　精密工程　　　　　 第１６卷　



从图４（ａ）可以看出，基于像素邻域相关性函

数曲线满足聚焦评价函数无偏性及单峰性的要

求，并且曲线在峰值处形状尖峭，其峰值处对应聚

焦图像。与经典的聚焦函数如方差函数、绝对梯

度函数、Ｒｏｂｅｒｔｓ梯度函数及 Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数相

比，曲线在峰值附近的变化更加显著。为了精确

描述和比较各种方法的聚焦灵敏度，分别计算各

方法在每组聚焦图像中的聚焦灵敏度因子狊

狊＝（２×狏（狋）－狏（狋－１）－狏（狋＋１））／２， （６）

其中，狏（犻）为显微序列图像中第犻幅图像对应的

聚焦函数值，狋为该组中聚焦图像的序号。聚焦

灵敏度因子计算结果如表１所示，可以看出邻域

相关性的方法较其它方法具有更高的聚焦灵敏度

因子，其中加权邻域相关性函数由于考虑了像散

现象对聚焦精度的影响，聚焦灵敏度最高，其平均

灵敏度因子相对于传统方法提高了０．３１８５～

０．３２６８。

（３）抗噪性分析。依据显微图像形成噪声的

原因，在原序列图像上加上１％的斑点噪声，对加

噪图像用与步骤（２）同样的方法进行聚焦函数灵

敏度评估。其中一组加噪图像对应的不同聚焦函

数的曲线如图４（ｂ）所示。实验表明，邻域相关性

与加权邻域相关性函数能够准确定位聚焦图像，

而方差函数、绝对梯度函数及Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ函数检

测到的聚焦图像有一定偏差，其结果如表２所示。

以人工观测的聚焦结果为标准，本文方法的平均

聚焦正确率较其它方法提高了０％～４０％。同样

由图４（ｂ）可知，邻域相关性与加权邻域相关性函

数受噪声影响较小，能够保持单峰性，具有较好的

抗噪性。

（ａ）原图像（聚焦图像第９幅）

（ａ）Ｏｒｉｇｉｎａｌｉｍａｇｅ（ｆｏｃｕｓｉｎｇｉｍａｇｅ９）

（ｂ）加噪图像（聚焦图像第１２幅）

（ｂ）Ｎｏｉｓｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｍａｇｅ（ｆｏｃｕｓｉｎｇｉｍａｇｅ１２）

图４　聚焦函数曲线图

Ｆｉｇ．４　Ｃｕｒｖｅｓｏｆｆｏｃｕｓｉｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎ

表１　聚焦灵敏度因子

Ｔａｂ．１　Ｆｏｃｕｓｉｎｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｆａｃｔｏｒｓｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｉｍａｇｅｓ

Ｇｒｏｕｐｓ
Ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

Ｗｅｉｇｈｔｅｄ

ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

Ｖａｒｉａｎｃｅ
Ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｇｒａｄｉｅｎｔ

Ｒｏｂｅｒｔｓ

ｇｒａｄｉｅｎｔ
Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ

１ ０．３５４１ ０．５９５５ ０．１６５１ ０．１９７１ ０．２００７ ０．１５９５

２ ０．４６３５ ０．６７４１ ０．１７７３ ０．２３６５ ０．２４７４ ０．２２１５

３ ０．２６３６ ０．４７８７ ０．２４２９ ０．１６１１ ０．１６５５ ０．１４４１

４ ０．４２２１ ０．６１３０ ０．２０７９ ０．２２８０ ０．２３２２ ０．２１０６

５ ０．０９５９ ０．１３１２ ０．０６５４ ０．０５２６ ０．０５４４ ０．０４８８

Ａｖｅｒａｇｅ ０．３１９８ ０．４９８５ ０．１７１７ ０．１７５１ ０．１８　 ０．１５６９

９６１第１期 　　　　王　倩，等：基于加权邻域相关性的显微镜自动聚焦函数



表２　加噪图像聚焦结果（表中的数据为聚焦图像的序号）

Ｔａｂ．２　Ｆｏｃｕｓｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｎｏｉｓｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｍａｇｅｓ（ｔｈｅｄａｔａｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｆｏｃｕｓｉｎｇｉｍａｇｅｓｅｑｕｅｎｃｅｎｕｍｂｅｒｓ）

Ｇｒｏｕｐｓ
Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

Ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

Ｗｅｉｇｈｔｅｄ

ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

Ｖａｒｉａｎｃｅ
Ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｇｒａｄｉｅｎｔ

Ｒｏｂｅｒｔｓ

ｇｒａｄｉｅｎｔ
Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ

１ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９

２ １５ １５ １５ １５ １５ １５ １５

３ １２ １２ １２ １３ １３ １２ １３

４ ７ ７ ７ ５ ５ ７ ７

５ １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０

Ｃｏｒｒｅｃｔｒａｔｅ １００％ １００％ １００％ ６０％ ６０％ １００％ ８０％

５　结　论

　　 本文在研究了显微镜光学成像原理的基础

上，提出了一种自动聚焦评价函数。该函数通过

计算图像中各像素四邻域的相关性对图像聚焦的

程度进行了评价。同时，本文考虑了显微镜成像

过程中的像散现象对聚焦精度的影响，在聚焦评

价函数中根据每个像素距视场中心的距离对该像

素进行了加权。实验分为聚焦函数的灵敏度分析

和抗噪性分析两部分，与目前经典的聚焦评价函

数相比，本文聚焦评价函数的平均灵敏度因子提

高了０．３１８５～０．３２６８，噪声环境下聚焦的平均

正确率提高了０％～４０％，具有较高的聚焦灵敏

度和较好的抗噪性。

致谢：向为本文提供实验图像及有关指导的

华中科技大学机械学院唐立新副教授表示感谢！
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