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摘　要：为了解决白带镜检下的玻片样本中白细胞，滴虫，上皮细胞等不同有形成分具有流动性且处于多个焦面以至
难以获取到感兴趣焦面的问题，提出了一种基于视觉跟踪的自动对焦清晰度判定算法。算法分为粗粒度和细粒度两
个对焦过程，粗粒度对焦主要用于将焦面固定于真正需要的焦面附近，细粒度对焦从粗粒度对焦结束位置附近开始，

逐渐往回移动镜头，并同时进行病理判断依据物体包括白细胞，念珠菌等的提取并对其进行清晰度识别判定，最终得
出病理判断依据物体所在的最清晰的焦面，通过实验室１　５５６份自动对焦过程的实际测试，算法可以有效提升自动对
焦成功率，实现了自动化对焦，节省了实验室人力成本。
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０　引　　言

　　电子显微系统作为医学检测领域常用的设备，但由于
其景深和视野有限，病理科医生在观察病理图像时往往需
要不断调整镜头来达到聚焦，同时还要移动玻片观察病理
图像的各个位置来完成诊断。这种传统的方式会导致医生
工作量大、效率低、诊断准确率低，已很难满足当前的需求。
随着数字图像处理技术的日渐成熟与计算机的快速发展，
对图像的采集存储等技术也更加的成熟，运用图像处理来
解决自动对焦的方式也被越来越广泛的应用在织物缺陷检

测、医学等。国外的发展时间较早，Ｇｒｏｅｎ等［１］对前人在显

微镜和其他光学系统在自动对焦技术中的１１种评价函数
算子利用典型目标图像的实验进行了比较，通过分析实验
结果发现拉普拉斯梯度算子、梯度方差算子和归一化绝对
方差算子具有较好的对焦效果；Ｌｕｏ等［２］提出能量最大值
法和直方图方差最大值（Ｖａｒｉａｎｃｅ直方图）法，实验结果表
明，所提出的两种算子能够在调焦过程中进行大范围的快
速搜索，从而减少计算量，在一定程度上提高了自动对焦的
精度和速度；Ｒｅｄｏｎｄｏ等［３］针对医学显微镜系统研究了自
动对焦算法，对拍摄得到的图像利用１６种评价函数进行测
试，比较各种评价函数调焦精度误差和运算量的同时，分析
了照度和噪声变化对评价函数的影响。近些年，国内的发
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展趋势也逐渐加快，林兆华等［４］设计了一种自适应步长的
方法进行调焦；文献［５－８］将自动对焦面对的多焦面问题应
用图像用融合的方法去解决并应用在了纺织品数字化检测

中；马海波等［９］将 ＨＯＧ特征应用于显微镜自动对焦算法；
这种基于数字图像处理的自动对焦方式可以分为以下两

种：聚焦深度法［１０］（ｄｅｐｔｈ　ｆｒｏｍ　ｆｏｃｕｓ，ＤＦＦ）和离焦深度
法［１０］（ｄｅｐｔｈ　ｆｒｏｍ　ｄｅｆｏｃｕｓ，ＤＦＤ）。
本文根据白带镜检玻片样本在显微镜下有形成分处于

多个焦面，且传统对焦算法往往无法得到正确的焦面位置
的特点，设计了一种粗细粒度相结合的数字图像自动对焦
算法，该算法可以有效抵抗白细胞等大的有形成分的干扰，
帮助实验人员自动获取正确的焦面位置，较大地节省了实
验室人力成本。

１　材料和方法

　　通过对白带镜检玻片下细胞与致病微生物群落所在的
最清晰焦面分布进行分析，得出如下结论：

１）上皮细胞等体积与质量较大的物体一般分布在最深
焦面，记为一类物体；

２）白细胞，滴虫，念珠菌等病理判断依据细胞与致病物
的体积较小，一般分布较浅的浅层焦面，记为二类物体；

３）一类物体与二类物体等最清晰的焦面位置相距不超
过１０帧。
由于疾病的判断依据主要为白细胞，念珠菌，滴虫等体

积较小的二类物体，因此将二类物体清楚的呈现给识别软
件就显得至关重要，然而基于图片整体清晰度判定的自动
对焦算法，使得最终的焦面总是偏向于上皮细胞等较大物
体所在位置的焦面位置，对识别软件造成了较大的影响，同
时也不利于人工进行复查，因此本文在粗粒度对焦的基础
上设计了一种细粒度算法去根据病理判断依据物体的特点

进行矫正的细粒度微调。
通过实验室具有丰富经验的实验员对测试的１　８２６份

有效临床样本的实验，有效对焦成功率从仅有粗粒度对焦
时的７０．６５％上升到了９８．０３％，极大地提升了对焦成功
率。本文创新性的将自动对焦算法整体设计框架分为了粗
粒度与细粒度两个过程，下面将对两个过程分别进行详细
介绍。

１．１　粗粒度自动对焦算法设计

　　传统自动对焦算法认为对焦过程整体上对于人眼是一
个由模糊到清晰到模糊再到模糊的过程，其整体清晰度呈
现一种抛物线的变化趋势，所以据此作为一种优化的策略，
进行粗粒度清晰度的算法设计如式（１）所示，ｆ（ｘ）为当前
帧图片清晰度变化函数，将这一阶段称为粗粒度对焦过程。

ｍａｘ｛ｆ（ｘ），ｘ∈ 电机移动行程各个位置｝ （１）
粗粒度算法设计如下：

１）将电机移动过程中电子显微镜拍摄的每一帧图片都
划分为九宫格；

２）并行计算出每一个九宫格中图片的清晰度，分别记
录当前帧中各个九宫格的清晰度得分情况；

３）控制电机发送固定数量的脉冲，移动镜头的位置，改
变镜头到玻片的距离，拍照保存同时按照步骤２）的方法记
录电机移动过程中当前帧九宫格中的各个位置的清晰度

得分；

４）重复步骤３）获取到九宫格中各个位置的清晰度变
化趋势，根据式（１）获取各个位置清晰度得分最大值所对应
的脉冲数量；

５）将得到的各个位置的清晰度得分进行归一化，并以
此为权重乘以各自最清晰焦面对应的脉冲数量位置，加权
求出最终焦面所对应的脉冲数量如式（２）所示，其中Ｓ 为
九宫格中各个位置的清晰度得分，Ｃ为对应的脉冲数量。

Ｐ ＝∑
８

ｊ＝０

Ｓｊ

∑
８

ｉ＝０
Ｓｉ
＊Ｃｊ （２）

粗粒度对焦过程中将图片划分为九宫格的方式分别对

九宫格各个位置进行清晰度的计算，一方面可以利用多核
并行带来的速度优势，另一方面，使用清晰度得分归一化并
作为权重的计算方法可以使得焦面位置在粗粒度对焦时进

一步接近真正的焦面。需要强调的是在粗粒度过程中，步
骤３）中保存的图片需要保存编号并在内存中保存相应编
号与脉冲数量的映射关系，以便于细粒度对焦时所使用。

１．２　细粒度自动对焦算法设计

　　聚焦窗口的选取直接影响着后续聚焦算法的计算量、

复杂度和准确度［１１］。传统的聚焦窗口选择方法有中央选
择法［１２］、倒Ｔ型选择法［１３］和黄金多点选择法［１３］等，但这些
都假设对焦目标是固定的或者符合某种规律，镜检下的目
标对象都具有很强的不确定性，因此传统方法都具有一定
的局限性。
由于细胞与微生物群落分布的复杂性，粗粒度对焦最

终所得的焦面往往无法获得正确的焦面位置，因此本文创
新性设计了细粒度的自动对焦算法来对粗粒度对焦最终结

果进行二次矫正，细粒度算法设计如下：

１）设粗粒度自动对焦最终焦面相应脉冲数量对应的图
片索引编号为ａ，则矫正开始的位置为向上取整；

２）自步骤１）中获取的矫正位置开始，依次往回对粗粒
度对焦时保存的连续的１０帧图片进行矫正；

３）分别提取每张图片上的白细胞，念珠菌等二类物体，
计算每个二类物体的最大内接矩形的清晰度平均值，累加
得到最终的当前图片的整体清晰度；

４）重复步骤３）直到１０帧图像的清晰度计算完成；

５）分别对相邻两帧图片的得分进行对比，判断得分变
化趋势，依照评分规则得出最终焦面位置。

１．３　二类物体的提取算法

　　在二类物体进行提取之前，需要先对图像进行一些预
处理，包括灰度化、边缘检测、提取轮廓、提取特征值等。
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每一帧图像中提取的特征值结构体如下：

Ｓｔｒｕｃｔ　ｆｅａｔｕｒｅ＿ｒｅｇｉｏｎ
｛

ｃｖ：：Ｐｏｉｎｔ　ｃｅｎｔｏｒ；／／提取二类物体的中心点

ｆｌｏａｔ　ｒｅｇｉｏｎ＿ａｒｅａ；／／提取二类物体的面积

ｉｎｔ　ｒｅｇｉｏｎ＿ｈｅｉｇｔｈ；／／提取二类物体的高度

ｉｎｔ　ｒｅｇｉｏｎ＿ｗｉｄｔｈ；／／提取二类物体的宽度

ｆｌｏａｔ　ｇｏａｌ；／／提取二类物体的得分

ｂｏｏｌ　ｈａｓ＿ｍａｔｃｈ＝ｆａｌｓｅ；／／是否和下一帧中提取的二类
物体匹配

｝；
算法首先提取对应的白细胞等二类物体，接着分别计

算每个二类物体内部的清晰度平均值，并提取特征值，保存
在类型为ｆｅａｔｕｒｅ＿ｒｅｇｉｏｎ的结构体中。

１．４　提取特征值

　　二类物体的筛选主要依靠圆度如式（３）所示，其中ｐ
为区域中心点，ｐ＿ｉ为轮廓上全部像素点，Ｆ 为轮廓面积；
轮廓面积，轮廓长宽比如式（４）所示，区域像素灰度平均值
等特征，进行提取，同时保存对应在图片中的索引位置。

Ｄ ＝
１
Ｆ∑‖ｐ－ｐ＿ｉ‖

Ｓｉｇｍａ２＝
１
Ｆ∑（‖ｐ－ｐ＿ｉ‖－Ｄ）

２

Ｒｏｕｎｄｎｅｓｓ＝１－
Ｓｉｇｍａ
Ｄ

Ｓｉｄｅｓ＝１．４１１　１
Ｒｏｕｎｄｎｅｓｓ
Ｓｉｇｍａ（ ）０．４７２　４

（３）

ＯｂｊＨＷＲａｔｉｏ＝ＯｂｊｂｏｕｎｄｉｎｇｂｏｘＨ／ＯｂｊｂｏｕｎｄｉｎｇｂｏｘＷ （４）

１．５　跟踪算法的应用

　　在相邻两帧图像中，分别筛选出二类物体之后，选取二
类物体的中心点运用欧氏距离式（５）匹配与之最近相邻帧中
的距离最近的二类物体，再根据面积比例等特征值进行二次
校验，针对匹配成功的物体将纳入两帧之间的清晰度差值的
计算，匹配不成功的物体将舍去不进行清晰度计算。

Ｄ ＝ （ｐ１．ｘ－ｐ２．ｘ）２＋（ｐ１．ｙ－ｐ２．ｙ）槡 ２ （５）

１．６　清晰度计算

　　传统的清晰度对比函数主要有 Ｖａｒｉａｎｃｅ函数［１４］、

Ｒｏｂｅｒｔ函数［１５］、ＥＯＧ 函数［１６］、Ｔｅｎｅｎｇｒａｄ 函数［１６］以及
文献［１７］的ＳＶ函数（Ｓｏｂｅｌ函数和方差函数结合），通过验
证发现，在粗粒度对焦过程中，这些清晰度函数的选择影响
不大，因此选择了当前像素点四邻接像素点的梯度差作为
清晰度计算方法如式（６）所示，其中ｇ（ｘ，ｙ）为图像在（ｘ，ｙ）
处的像素值。在粗粒度对焦过程中，算法会针对整张图像
的九宫格中分别应用式（６）进行清晰度评分。但是由于在
细粒度对焦的过程中，二类物体的边缘会逐渐清晰后逐渐
模糊，且边缘在模糊的过程中会产生光影，而光影的梯度较
大，因此算法提取了检测到的二类物体中的最大内接矩形，

并在矩形内部进行清晰度计算，其中ｋ为矩形内部像素个
数，来避免光影造成的影响。

ｄ（ｘ，ｙ）＝ ｇ（ｘ＋１，ｙ）－ｇ（ｘ，ｙ）＋ ｇ（ｘ－１）－ｇ（ｘ，ｙ）＋

ｇ（ｘ，ｙ＋１）－ｇ（ｘ，ｙ）＋ ｇ（ｘ，ｙ－１）－ｇ（ｘ，ｙ）

Ｓ＝∑∑ｄ（ｘ，ｙ）／ｋ （６）

１．７　评分规则的制定

　　由于细胞与微生物群落的流动性与复杂性，为了提升
算法稳定性，设计了一整套的评分规则。
清晰度比对过程中，每次只比对相邻两帧图像，在两帧

图像中只针对跟踪到的物体进行清晰度的叠加对比。对比

１０帧连续相邻图片之间的清晰度差值，当差值正值，记为
正向波动；当差值为负值，计为负向波动；但是由于噪声等
因素，清晰度会出现假波动即在连续的正向波动中出现一
次负向波动或者在连续的负向波动中出现一次正向波动，
因此需要对评分规则进行更加细致的划分。
本文创新性制定的评分规则如下：

１）如果只出现一次正向波动转为负向波动，那么就以
当前正向波动位置跳过相邻的负向波动继续向后查询，如
果波动依然为正向波动，重复向后查询直到波动变为负向
波动或查询到矫正最大值１０张图片，即为最终焦面；

２）如果出现两次以上正向波动转为负向波动，就以两
次波动绝对值和最大值作为起始位置，重复步骤１）获取最
终焦面；

３）如果全部为正向波动，说明直到矫正到最大值１０张
图片二类物体才变为最清晰，焦面位置即为矫正起始位置
减１０；

４）如果全部为负向波动，说明矫正起始位置即为最清
晰的图片，焦面位置即为起始位置；

５）如果所有波动全部为０，即玻片当前位置没有二类
物体存在，则以粗粒度最终焦面所在位置为最终焦面。

２　实验结果

２．１　系统主要功能

　　针对镜检下微生物特性，在ＰＣ机上研发了一套软件
系统，ＣＰＵ型号为ｉ５－９４００，１６Ｇ内存，５００Ｇ硬盘，用于验
证在新算法下的自动对焦成功率。软件系统主要包含如下
功能：

１）与下位机电控板互连；

２）发送指令通知电控板移动电机进行拍照；

３）进行粗粒度对焦确定粗粒度对焦最终焦面位置；

４）进行细粒度对焦确定细粒度定位最终焦面；

５）定位最终焦面对应脉冲数量，拍照传输给识别软件。

２．２　软件系统设计

　　如图１所示，软件主要包括３大模块：

１）下位机电控板通信模块

２）粗粒度自动对焦模块

３）细粒度自动对焦模块

·１６·
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图１　软件系统流程

　　粗粒度对焦过程中，软件与电控板互连，电控板与电机
互连并控制电机进行移动，每运动固定脉冲数量，进行一次
拍照，粗粒度对焦过程根据图像进行整体的九宫格中各个
位置进行清晰度判定并最终确定粗粒度对焦最终焦面。粗
粒度对焦结束之后，转入细粒度对焦流程，细粒度开始会根
据粗粒度最终焦面位置所对应的脉冲数量对应的图片编号

向上加１取整为起点，循环向图片编号减小的方向，进行连
续的１０帧图片的二类物体清晰度对比评分，并在循环检测
结束后，根据评分规则进行最终焦面位置的判定。

２．３　实验结果

　　为了验证本文设计的自动对焦算法的有效性，选取了
４个批次１　８２６份有效的玻片样本进行验证，成功率如表１
所示，相对传统粗粒度对焦算法，成功率如表２所示，由数
据可以看出，传统粗粒度对焦算法成功率仅有７０．６５％，而
新算法对焦成功率达到了９８．０３％，实验结果表明本文算
法对于整体对焦成功率有着较大地提升。
传统粗粒度对焦清晰度变化趋势如图２所示，由清晰

度变化曲线可知，在第３８张图片对应的对焦位清晰度达
到了最大值，这是因为大量的上皮细胞使得整体焦面位置
偏向上皮细胞所在的焦面位置，为了解决传统粗粒度对焦
过程无法排除上皮细胞等大物体的干扰，提出了细粒度的
对焦算法，算法完整过程如图３所示，按照规则，取粗粒度
对焦时清晰度最大的第３９张作为起始矫正位置，其中，图

　　 表１　本文算法样本对焦成功率

批次 样本总数 成功样本 成功率／％ 总成功率／％
１　 ５２６　 ５１６　 ９８．１０
２　 ４９２　 ４８２　 ９７．９７
３　 ５３８　 ５２８　 ９８．１４
４　 ２７０　 ２６５　 ９８．１５

９８．０３

表２　传统粗粒度算法样本对焦成功率

批次 样本总数 成功样本 成功率／％ 总成功率／％
１　 ５２６　 ３５７　 ６７．８７
２　 ４９２　 ３４４　 ６９．９２
３　 ５３８　 ４０３　 ７４．９１
４　 ２７０　 １８６　 ６８．８９

７０．６５

片上的矩形框即为检测出来的二类物体的最大内接矩形，

即细粒度算法进行清晰度判断的区域，其中图３（ａ）为细粒
度对焦第３９张照片的清晰度得分２００．５４１　７７９与第３８张的
清晰度２３１．５６６　４３７对比的结果，最上边的ｓｃｏｒｅ为两者的对
比度差异，为正值表示清晰度在逐渐增加，为负值表示清晰
度在下降，由对焦过程可知，图３（ａ）～（ｆ）清晰度在逐渐增
加，直到图３（ｇ）清晰度开始下降，表明已经达到最佳清晰
度，给出索引３３，即为最终的焦面所在位置，在对应出第

·２６·
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３３张图片所对应的电机走过的脉冲数量，通知电机移动到
对应脉冲数量的位置拍照，即完成了整个对焦过程。
由于光影与大量上皮细胞的影响，使得粗粒度最终焦

面所在位置会偏向上皮细胞所在位置，如图４（ａ）、（ｃ）为最
终的传统粗粒度对焦结束时焦面所在的图像帧，经过细粒
度对焦阶段如图４（ｂ）、（ｄ）所示，可以将二类物体清晰的呈
现出来，实验结果较好的证明了算法的有效性。
本文设计的算法在对焦准确性方面相对传统粗粒度

对焦方案存在较大的优势，但是在时间复杂度方面稍有不
足，未来考虑将两个阶段整合为一个阶段，以减少整体对
焦时间。 图２　粗粒度对焦清晰度变化趋势

图３　完整的细粒度对焦矫正过程

图４　传统粗粒度与细粒度最终焦面所在图像帧

·３６·
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３　结　　论

　　本文通过对光学显微镜下细胞与微生物群落特点的
分析，得出细胞与微生物群落分布规律，并根据规律创新
性的设计了相应的粗细粒度相结合的自动对焦的算法，将
视觉跟踪应用于创新设计的细粒度对焦算法中。通过大
量样本验证，本文设计的自动对焦算法对焦成功率满足使
用需求，可以代替人眼进行判断，为自动化产线的流畅运
作提供了重要的一环，具有较强的创新与实用意义，但是
该算法在时效性方面相对于传统粗粒度对焦算法存在不

足，未来将针对算法的时间复杂度进行改进优化。综上，
本文提出的算法较为适用于目前阶段电子显微镜下白带

镜检的自动对焦方案，也为同行从业者提供了一个较为有
效的参考依据。
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