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摘要：　针对传统自动聚焦方法效率低，难以适应工业产品微观形貌检测高精度、高效率需求的问题，提出一

种基于物方差动共焦轴向测量引导的显微镜自动对焦方法（ＤＣＡＦＭ）。在获取测量系统中离焦量和轴向光

强差之间的标定曲线后，控制运动机构使物镜与样本的轴向距离以等步距的方式采集图像。通过焦前与焦后

位置光强差快速确定当前轴向离焦量，控制轴向运动机构，实现快速自动对焦。搭建显微镜自动对焦实验平

台，对样品进行测试。实验结果表明：文中方法的图像对焦速度和灵敏度优于ＤＦＴ，ＥＯＧ等自动对焦方法，

系统的轴向分辨率优于０．４μｍ，有效地提高了显微镜的对焦速度和精度。
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显微镜自动对焦技术在工业产品检测如ＰＣＢ板检测
［１］、生物样品高通量检测及数字病理诊断［２］中

广泛应用。随着工业生产与科学研究的发展，传统自动对焦方法难以同时满足应用场景对精度和效率

的要求，因此，提高自动对焦的精度与效率已经成为工业生产与生物科学研究领域亟待解决的问题。

目前，基于图像的自动对焦方法主要有离焦深度法［３］与聚焦深度法［４］。离焦深度法通过分析一系

列离焦模糊图像的重要特征估计光学系统的点扩散函数，从而对光学系统参数进行建模，反推出离焦

量。离焦深度法的缺点是估计出的点扩散函数无法应用于其他光学系统，具有一定的局限性。聚焦深

度法通过采集不同轴向位置的序列图像，使用某种聚焦评价函数或图像清晰度评价函数，该函数反映图

像离焦程度量化值与离焦量之间的关系。聚焦深度法的核心之一是根据应用场景选择或设计合适的聚

焦评价函数，该方法具有不需要额外添加光学器件、方法泛化能力强等优点，已有学者针对聚焦评价函

数展开研究，以提高自动对焦的效率与精度。熊锐等［５］对Ｂｒｅｎｎｅｒ函数和Ｒｏｂｅｒｔｓ函数进行改进，提出

一种适合于多边缘方向的大尺度微纳器件的快速自动聚焦的聚焦评价函数，但该方法需要存储大量图

像进行分析。为了减少自动对焦过程中需要分析的图像数量以提高对焦效率，李强等［６］设计一种基于

深度学习的数字病理扫描系统单次曝光自动对焦方法，该算法输入离焦模糊图像，通过算法处理后直接

获得对应的准焦图像，从原理上替代了传统方法对逐个子图像进行机械扫描调焦。周鹏等［７］提出一种

基于三轴视觉测量系统的自动对焦技术，该方法共采集７张图像通过高斯拟合确定最终正焦位置，将光

学离焦模型分解为２个曲线方程，提高了对焦效率。

基于聚焦深度法的自动对焦方法一定程度上依赖于聚焦评价函数的选择是否适用于测量场景［８］，

容易产生对焦精度不足、对焦速度过慢等问题，需要根据不同的应用场景对不同的聚焦评价函数进行改

进；而基于深度学习开发的自动对焦方法依赖训练集，并且应用场景较有针对性，该方法缺少普适性且

需要处理大量数据［５，９］。由于共聚焦显微技术使用点探测，能够更加稳定地获得光强轴向响应曲线，样

品参数不易对该曲线造成影响，因此可基于共焦成像的轴向层析特性，研究适用于共焦显微成像系统的

自动对焦方法。基于此，针对传统自动对焦方法中聚焦评价函数普适性低、灵敏度低和对焦速度慢的问

题，本文提出一种基于物方差动共焦轴向测量引导的显微镜自动对焦方法（ＤＣＡＦＭ）。

图１　差动共焦显微镜的原理示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

１　原理及方法

１．１　自动对焦原理

差动共焦显微镜的原理示意图，如图１所示，其中，探测器

端、点光源前的针孔是互相共轭的，非物镜焦平面上的绝大部分

光线都会被针孔挡住，因此共焦显微镜探测器段具有较大的信噪

比，所得成像的对比度和清晰度较高［１０］。

ＤＣＡＦＭ主要基于差动共焦显微原理（图１），光源中发出的

白光通过准直透镜、全反射镜，经过数字微镜器件（ＤＭＤ）将白光

调制为周期点阵光，光线照射到样本表面上后反射至探测端成

像。ＰＩ电机带动物镜相对于当前轴向位置分别向上和向下移动

轴向偏移量狌Ｆ，并在移动完成后获取图像，从而获得两张图像以

实现基于物方差动共焦轴向测量引导的自动对焦。

根据差动共焦轴向距离测量的原理获取灰度差与轴向离焦量的关系，基于该轴向光强差动曲线获

取轴向离焦量，从而达到自动对焦的目的。根据刘志群［１１］的相关研究，在差动共焦显微测量系统中，探

测端光强与样品表面离焦量之间的关系，即轴向光强响应曲线的表达式为

犐（狌）＝ （ｓｉｎ
狌
２
）／狌（ ）２

２

。 （１）
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式（１）中：狌为样品表面轴向离焦量；犐（狌）为探测端接收到的光照强度；坐标原点为焦面位置。

为了进行系统标定，获取当前测量系统探测端光强差与离焦量的近似线性关系，设狌Ｐｒｅ和狌Ｐｏｓｔ分别

为焦前曲线和焦后曲线的轴向偏移量，并且此处狌Ｆ＝狌Ｐｒｅ＝狌Ｐｏｓｔ。

采用焦前轴向光强响应曲线犐（狌－狌Ｐｒｅ）与焦后轴向光强曲线犐（狌＋狌Ｐｏｓｔ）作差，表达式为

犐Ｄｉｆｆｅｒ＝犐Ｐｒｅ－犐Ｐｏｓｔ。 （２）

式（２）中：犐Ｄｉｆｆｅｒ为差动光强信号；犐Ｐｒｅ为焦前光强信号，犐Ｐｒｅ＝犐（狌－狌Ｐｒｅ）；犐Ｐｏｓｔ为焦后光强信号，犐Ｐｏｓｔ＝犐（狌＋

狌Ｐｏｓｔ）。获得物方轴向测量差动曲线，如图２所示。

相比于传统共聚焦显微镜，差动共焦显微镜能够通过分析相对于焦面前、后对称的两个探测器位置

的光强信息，快速获取物镜当前与焦面的距离。由于差动共焦原理下的轴向差动光强响应曲线的线性

区具有较大的斜率，因此，能够有效提高对焦过程中的灵敏度。

根据Ｔａｎ等
［１２］确定的Ｓｉｎｃ２模型对共焦轴向响应曲线进行拟合，通过设定一定的轴向偏移量狌Ｆ，

获得焦前与焦后的轴向特性曲线，并使用焦前曲线与焦后曲线作差（图２），获得物方差动共焦轴向测量

曲线仿真图，如图３所示。图３中：蓝色区域为线性区，具有轴向定位能力。根据光强的差值犐Ｄｉｆｆｅｒ（狌）

能够对应当前样本表面的离焦量Δ狌＝犐
－１
Ｄｉｆｆｅｒ（Δ狌），实现轴向测量引导的自动对焦方法。

　 　图２　差动共焦理论仿真　　　　　　　　　　图３　物方差动共焦轴向测量曲线仿真图

　　　Ｆｉｇ．２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｆｏｃａｌ　　　　　　 　　Ｆｉｇ．３　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｄｉａｇｒａｍｏｆｏｂｊｅｃｔｓｉｄｅ

　　　ｔｈｅｏｒｙｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ　　　　　　　　　　　　　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｆｏｃａｌａｘｉａｌｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

由于差动后的曲线的非线性区域不具有轴向定位能力，可能具有不唯一解导致无法对应正确轴向

离焦量，因此，提出一种基于信息论的超量程判断方法（ＩＴＯＲＤＭ）
［１０］对被测表面高度所属的曲线区域

进行判断，以解决存在非唯一解的情况。基于信息论的超量程判断方法，如图４所示。图４中：狕为轴

向距离；＋狕ｄ，－狕ｄ分别为焦前、焦后轴向光强响应曲线峰值对应的轴向距离。

（ａ）共焦轴向响应曲线　　　　　　　　　　　　　　 （ｂ）ＩＴＯＲＤＭ示意图

图４　基于信息论的超量程判断方法

Ｆｉｇ．４　Ｏｖｅｒｒａｎｇｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｂａｓｅｄｏｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｔｈｅｏｒｙ

假设对某点犘１（对应轴向距离狕１）的轴向离焦量进行判断，该点位于紫色区域内的线性区（对应轴

向距离范围为［狕ｍｉｎ，狕ｍａｘ］），因此，在量程内可以得出正确的离焦量。但在图４（ａ）的绿色区域内，也存在

一点犘２（对应轴向距离狕２），该点相应地在焦前轴向光强响应曲线（ＰｒｅｆｏｃｕｓＡＲＣ）和焦后轴向光强响

应曲线（ＰｏｓｔｆｏｃｕｓＡＲＣ）上有２个点犘′２ 和犘″２，是超出测量量程的，与犘２ 具有同一轴向距离狕２。因

此，在焦前和焦后图像中都可能存在超出量程的点和在量程内的点。ＩＴＯＲＤＭ 通过系统刻度曲线分

别获得焦前与焦后图像中的真实测量区域，进而对焦前和焦后图像进行求交集运算，即可获得差动图像
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的有效测量区域（图４（ｂ））。

１．２　共焦光学系统标定

差动共焦显微测量系统的实验平台，如图５（ａ）所示。图像探测器采用滨松ｓＣＭＯＳ相机、

ＰｌａｎＦｌｕｏｒ物镜（１０倍，数值孔径值为０．３）和 ＭｏｔｉｃＢＡ６００Ｍｏｔ显微镜架。通过测量系统刻度方法对所

用测量系统进行刻度，刻度流程如图５（ｂ）所示。

（ａ）实验平台　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）刻度流程　　　

图５　差动共焦显微测量系统

Ｆｉｇ．５　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍ

分别将物镜移动至焦前１０μｍ与焦后１０μｍ处，以０．２μｍ的步距获取２００张层扫图像，对线性区

曲线进行线性拟合，测量系统中的轴向响应曲线及差动曲线，如图６（ａ），（ｂ）所示。重复５组刻度试验，

结果如图６（ｃ）所示，误差棒的中心为５组数据均值，棒长为标准差的两倍。

　　　（ａ）轴向光强响应曲线　　　　　　　 （ｂ）线性区拟合曲线　　　 　　（ｃ）ＤＣＡＦＭ轴向分辨力图

图６　刻度试验结果及分析

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

为验证文中方法的轴向分辨率，采用步距０．２μｍ，层扫２００张图片进行多组重复性试验，作出文中

方法的轴向分辨力图，最大标准差为０．５５６，轴向分辨率高于０．４μｍ。经过对线性区域的线性拟合（图

６（ｂ）），得到拟合式为

犐Ｄｉｆｆｅｒ（狌）＝－０．０２６０８狌－０．０２１４２。 （３）

１．３　自动对焦流程

ＤＣＡＦＭ流程图，如图７所示。ＤＣＡＦＭ具体有以下３个步骤。

（ａ）流程示意图　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）流程框图　　　　　　　

图７　ＤＣＡＦＭ流程图

Ｆｉｇ．７　ＦｌｏｗｃｈａｒｔｏｆＤＣＡＦＭ

１）在获取的第犻张样本图像的前、后轴向距离狌Ｆ 位置获取２张样本图像灰度（即光强值）并作差，

得到犐Ｄｉｆｆｅｒ。
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２）判断被测样品的轴向高度是否超过对焦范围，获取图像中的有效离焦距离。

３）根据步骤２）中所获取的有效离焦距离进行对焦。

２　实验结果与分析

传统自动对焦方法的核心是对焦评价函数，其性能好坏直接影响最终的对焦效果。目前的图像清

晰度评价函数主要有基于图像梯度的评价函数、频域评价函数、信息熵评价函数和统计学评价函数。因

此，为验证ＤＣＡＦＭ 的自动对焦性能，采用４种具有代表性的清晰度评价函数进行自动对焦过程模拟，

将实验结果与文中方法进行对比。分别选取文献［１２］中的能量梯度函数（ＥＯＧ）、二维离散傅里叶变换

（ＤＦＴ）法、信息熵清晰度评价函数及Ｖａｒｉａｎｃｅ函数进行自动对焦性能对比实验。

分别采用ＤＣＡＦＭ、ＥＯＧ、ＤＦＴ、信息熵清晰度评价函数、Ｖａｒｉａｎｃｅ函数等方法，以０．２μｍ为步距

对金手指样品进行层扫，从而获取不同离焦程度样本图像，并对所得样本图像进行清晰度评价。

ＤＣＡＦＭ测试用样本焦面图像，如图８所示。使用常用清晰度评价函数进行对比，如图９所示。由图９

可知：相比于其他方法，ＤＦＴ方法寻找焦面的误差较大，不符合单峰性，存在一定的轴向距离偏移。

　图８　ＤＣＡＦＭ测试用样本图像　　　　　　　　　　图９　常用清晰度评价函数对比图

　　　　Ｆｉｇ．８　Ｓａｍｐｌｅｉｍａｇｅｓｆｏｒ　　　　　　　　　Ｆｉｇ．９　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｃｈａｒｔｏｆｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄ

　 　ＤＣＡＦＭｔｅｓｔｉｎｇ　　　　　　　 　　　　　　　　ｃｌａｒｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

采用自动对焦评价函数的灵敏度、陡峭度、对焦效率等参数对不同方法的对焦性能进行比较。在轴

向相等步距的情况下，灵敏度犛ｅｎ的计算式
［１５］为

犛ｅｎ＝
Ｓｃｏｒｅｍａｘ（犼）－Ｓｃｏｒｅ（犼±１）

Ｓｃｏｒｅ（犼±１）
。 （４）

式（４）中：Ｓｃｏｒｅ为某图像的清晰度得分；犼为层扫图像序列的索引；Ｓｃｏｒｅｍａｘ（犼）为某清晰度评价函数下

表１　不同自动对焦方法的性能对比

Ｔａｂ．１　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｕｔｏｆｏｃｕｓｍｅｔｈｏｄｓ

方法 犛ｅｎ 狋／ｓ

ＤＦＴ １．４５×１０－３ ４６．５０

ＥＯＧ ８．９５×１０－３ ２６．５５

Ｖａｒｉａｎｃｅ函数 ２．９２×１０－３ ２２．５４

信息熵函数 ９．０６×１０－４ ５６．６０

ＤＣＡＦＭ ２．６１×１０－２ ３．９２

的最高清晰度得分。

对焦效率使用 Ｍａｔｌａｂ中的代码运行时间为标准。由于

ＤＣＡＦＭ对焦所用曲线为一条直线，因此，使用灰度差值为０

的点作为Ｓｃｏｒｅｍａｘ所在的点。

不同自动对焦方法的性能对比，如表１所示。表１中：狋为

对焦时间。由表１可知：相比传统自动对焦方法，ＤＣＡＦＭ 在

灵敏度及对不同离焦距离图像的分辨能力上有显著提升；在自

动对焦效率方面，相比于文献［４］中提出的需要获取７张图片

的自动对焦方法，ＤＣＡＦＭ仅需提取２张图片的信息即可完成

对焦；相比于传统的基于图像处理的自动对焦方法，ＤＣＡＦＭ对焦所用的时间缩短了８０％以上。

３　结束语

通过对共聚焦显微镜的原理进行讨论，提出基于物方差动共焦轴向测量引导的显微镜自动对焦方

法。该自动对焦方法基于物方差动共焦轴向距离测量原理，在检测过程中只需采集２幅图像即可完成

对焦；同时，用于对焦的曲线灵敏度较大，轴向分辨率高于０．４μｍ，因此，能够实现较高的对焦效率、精
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度和较好的普适性。经过实验验证，相比传统基于图像算子的自动对焦方法，ＤＣＡＦＭ可以提高工业产

品自动光学检测过程中获取图像的质量，提高基于自动光学检查（ＡＯＩ）方法的工业产品缺陷自动检测

效率和精度。
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