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混合搜索法在显微镜自动对焦中
的应用	
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摘要：针对基于显微镜的自动对焦系统，本文提出了一种爬山搜索法和函数逼近法相结合的混合搜索算法。该算法中

的爬山搜索法采用粗精结合的两段式算法。在粗略对焦时，大步距选用速度较快的灰度方差函数；当精细对焦时，小

步距采用灵敏度较高的 Laplacian 函数；通过比较三幅图片来缩小对焦区间并且在该区间内采用函数逼近法来拟合出

最佳对焦位置。该方法不仅大大减少了自动对焦所需要的图片数量，而且可以大幅度提高搜索精度。经实验验证，提

出的新的搜索算法可以使搜索精度优于 1 m。 
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Abstract: For autofocus system of the microscope, this paper presents a hybrid search algorithm combining the 

mountain-climb search strategy with the approximation function strategy. In this algorithm, the mountain-climb 

search strategy adopts the two-stage algorithm of rough and fine focusing stage. In the rough focusing stage, the 

gray variance function is used to approach the focusing position quickly. In the fine focusing stage, the Laplacian 

function is used to locate the focusing position accurately. The algorithm narrows the focus interval by comparing 

three pictures and the approximation function strategy is used to fit the best focus in this range. This method greatly 

reduces the number of images required for autofocus and greatly improves the search accuracy. The experimental 

results indicate that this algorithm can make the search accuracy better than 1 m. 

Keywords: autofocus; search algorithm; mountain-climb search strategy; approximation function strategy; hybrid 

search strategy 
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1  引  言 

在计算机技术迅猛发展及互联网技术的普及下，

数字化成为成像系统发展的主流方向。自动对焦技术

作为关键技术之一，越来越受到人们的关注，已广泛

应用于各种光学成像系统中，尤其是显微系统[1,2]。利

用该技术，显微系统可以快速高效地实现自动对焦，

获取目标的清晰细节。因此，研究出速度更快、精度

更高的自动对焦技术对自动对焦显微镜的开发有着十

分重要的意义。 
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基于数字图像处理的自动对焦方法，一般分为两

类：离焦深度法[3,4]和对焦深度法[5]。离焦深度法从离

焦水平的测量直接估计对焦位置，因此该方法的效率

高，但是由于该方法所采集的图像数量少，所以精度

比较低。对焦深度法是将光学系统形成的图像聚焦在

特定的位置，而其他位置的对象模糊或者散焦。由于

对焦深度法易于实现，因此得到广泛的应用。 
Subbarao[6]等提出只用两幅图像就可以计算光学

系统当前像面的离焦量方法，使自动对焦的速度有了

很大的提高。Marrugo[7]等对现有的几种对焦搜索算法

进行了分析，实验表明，爬山搜索法的速度和精度都

比较高。 
为了实现高效的自动对焦，本文主要研究了几种

常用的搜索算法，并提出了一种新的低计算量的搜索

算法，将改进的爬山搜索法和函数逼近法相结合的混

合搜索算法，以实现精确、高效的自动对焦。 

2  搜索算法 

搜索算法是对焦深度法中的关键技术，其实际上

是一个一维极值的最优化问题[8,9]，找到对焦评价函数

曲线最高点对应的位置，即最佳对焦位置。 
典型的搜索算法有：全局搜索法、爬山搜索算法、

函数逼近法等[10,11]。 

2.1 爬山搜索法 

理想情况下的对焦曲线呈抛物线状，应该具有单

峰性和单调性，即最佳对焦点的位置对应于峰值位置，

当越过最佳对焦位置时对焦曲线递减，如图 1。爬山

搜索法[12,13]就是根据这一原理提出的，对焦开始时，

按照搜索步长以任意方向运动到下一位置，通过比较

两个位置值来确定搜索方向并判断对焦位置。 

爬山搜索法原理简单，应用广泛。但是在实际应

用中仍存在陷入局部峰值的问题。 

2.2 改进后的爬山搜索法 

在实际应用中，数码光学系统运行时，光电信号

转换过程中会产生热噪声，由于噪声的存在，会使评

价函数出现局部极值。改进的爬山搜索法[14]根据邻近

三幅图像的清晰度评价函数的趋势来确定搜索方向。

搜索的过程是：首先确定搜索的步长，按照同一方向

连续采集三幅图像，并计算其对应的清晰度评价函数

值。假设计算出的清晰度评价值分别为 FV1、FV2、FV3，

如果 FV1<FV2<FV3，说明镜头正在向对焦位置靠近，

应该按照此方向继续搜索；如果 FV1>FV2>FV3，说明

镜头正在远离对焦位置，应该改变方向搜索；如果

FV1>FV2 且 FV2<FV3，说明曲线存在局部峰值，应该

按照此方向继续搜索；如果 FV1<FV2>FV3，则认为找

到了一个对焦区间[V1,V3]，最佳对焦点的位置在此区

间内。随后减小搜索步长按上述步骤继续搜索，之后

每次改变搜索方向时都需要减小搜索步长，直至找出

最佳对焦位置。 
改进后的爬山搜索算法可以降低陷入局部峰值的

几率，但由于要采集的样本数量较多，数字图像采集

和处理所消耗的时间较长，效率较低，不能用于实时

性要求高的场合。 

2.3 函数逼近法 

函数逼近法[15]实质是根据数学上的曲线拟合方法

发展而来的。理想的对焦曲线 f(x)具有单峰性和近似

对称性，则可以按照曲线拟合的方法，选择一个合适

的二阶或者三阶函数 g(x)去逼近 f(x)。由于可以利用

解析的方法得出 g(x)的极值点，因此 f(x)的极值点可

用 g(x)的极值点来表示。在函数逼近法中，常用的曲

线拟合的方法是最小二乘法。 
图 2 为当对焦评价函数为 Laplacian 函数时，得出

的对焦评价曲线。在整个对焦范围内做 3 次最小二乘

拟合，可以看出在全局范围内的拟合精度不好，拟合

出的最佳对焦位置与实际最佳对焦位置偏差比较大。 
当在极值点附近的小范围内使用函数逼近法对评

价函数曲线拟合时，曲线如图 3 所示。函数逼近法的

效果很好，能准确地拟合出最佳对点的对焦位置。 
由图 3 可知，函数逼近法适合小范围内的搜索，

理想情况下只需要利用峰值附近的几个评价值就可以

拟合出对焦的近似曲线，实现高效自动对焦。因此，

最佳对焦位置 

评
价

函
数

值
 

图 1  爬山搜索算法示意图. 

Fig. 1  Mountain climbing search algorithm. 
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函数逼近法在极值附近的效果比较好。但如果这几个

值是在图像深度离焦时取得的，由于离焦位置的对焦

评价函数曲线的斜率很低，拟合的曲线收敛性极差，

因此通过曲线拟合求得的极值点误差较大。 

3  改进的爬山搜索法和函数逼近法

相结合的混合搜索法 

结合以上对改进爬山搜索法和函数逼近法的分

析，为了实现快速的自动对焦，本文提出一个爬山搜

索法和函数逼近法相结合的混合搜索算法。由上文可

知，爬山搜索法采用逐步减少搜索步长和缩小搜索区

域的方式来实现自动对焦的搜索过程，但是容易陷入

局部峰值的影响，而改进后的爬山搜索法能够很好地

减少局部峰值的影响。在此我们首先采用改进后的爬

山搜索法来确定一个小范围的对焦区间。其次，将函

数逼近法应用于改进的爬山搜索法所获得的对焦区间

内，通过函数逼近法获得的峰值点被认为是最佳对焦

位置。这样组合的搜索算法不仅可以实现快速的对焦，

而且对实时工业测量系统具有较低的计算成本。 
所提出的混合搜索算法的详细步骤如下： 
第一步：在某一位置处，以固定的步长 m1 连续采

集三幅图像，分别计算这三幅图像所对应的对焦评价

函数值(在粗略对焦时，从算法的快速性考虑[16]，采用

灰度方差评价函数；精细对焦时，从算法的灵敏度考

虑[16]，采用 Laplacian 函数)，计为 FV1，FV2，FV3，比

较这三个对焦评价函数值的大小。 
第二步：若 FV1<FV2<FV3 或者 FV1>FV2<FV3，则

搜索方向正确，进入步骤三，继续往该方向搜索进行

粗略对焦；若 FV1>FV2>FV3，则搜索方向相反，改变

搜索方向进行搜索；若 FV1<FV2>FV3，则找出了一个

对焦区间[V1, V3]，进入步骤四，进行精细对焦。 
第三步：在第三幅图像位置处，继续以 m1 的步长

连续采集两幅图像，计算这两幅图像的对焦评价函数

值 FV4，FV5，如步骤二的方法比较 FV3，FV4，FV5 这

三个评价值的大小。若 FV3<FV4<FV5 或者 FV3>FV4 且

FV4<FV5，搜索过程继续循环下去；若 FV3<FV4>FV5，

则找出了一个对焦区间[V3, V5]，进入步骤四，进行精

细对焦。  
第四步：在找到的对焦区间内部进行反方向搜索，

步长减小到原来的 1/3，连续采集两幅图像，计算这

两幅图像的对焦评价函数值，并与处于对焦区间边缘

处图像的对焦评价函数值进行比较，如步骤二，直到

找到另一个更小的对焦区间[Vm, Vn]。  
第五步：计算对焦区间的大小，即|VmVn|，如果

小于或等于一个阈值δ(阈值可根据实际应用中对精

度和速度的要求来设置，一般设置为景深)，即|VmVn|
≤δ，执行第六步，否则，执行第四步减小步长重新搜

索。 
第六步：为了快速获得最佳对焦位置，在对焦区

间[Vm, Vn]中使用函数逼近法，继续以步长的 1/3 在区

间[Vm, Vn]采集几幅图像并计算其对应的对焦评价函

数值，采用曲线拟合法根据离散的对焦评价函数值拟

合出最佳对焦点的实际位置，对焦结束。 
整个过程的流程图如图 4。 
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图 2  Laplacian 对焦评价函数曲线及全局对焦范围内

的 3 次拟合示意图. 

Fig. 2  Laplacian focus evaluation function curve and the 

global focus within the scope of 3 times fit diagram. 

图 3  极值点附近小范围内的 3 次拟合示意图. 

Fig. 3  Extreme point near the small range of 3 times fit diagram.
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4  实验验证 

实验平台图 5 是由 PC 机(i7-6200, 8G RAM)控制的

显微镜自动对焦系统。其组成为：显微镜(Olympus 
IX71，工作距离 18.5 mm，尼康物镜)，一个 CCD 照

相机(Basler acA2000)，图像采集卡，可控的 LED 可见

光光源和 Z 轴控制平台。 
实验中，目标物体通过 CCD 把显微镜成的像采

集到计算机中，计算机对实验得到的图像清晰度评价

函数值进行分析后，向控制平台控制器发送指令，控

制器控制平台在 Z 轴方向来回移动，改变物距，直至

达到最佳对焦位置。 
我们选用的是尼康 5x 的物镜，对应的景深为 33.5 

m。 
实验中采用两种不同的目标物体进行实验，分别

以 PCB 电路板和南瓜茎纵切标本为样品，每个样品进

行 3 组实验，如图 6 所示。 
显微镜物镜从底部移动到顶部的距离为物镜的可

移动范围，以显微镜物镜可移动范围的中心为零点，

上下选取 200 m 的范围作为对焦范围（超过 200 m
采集的图像对焦评价函数曲线平滑没有利用价值），以

这个距离的十分之一为步长，即步长为 40 m，开始

图 4  对焦过程流程图. 

Fig. 4  Flow chart of focusing process. 

开始

以 m1 为步长取三幅图像，计算对焦评价函数值，
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图 5  显微镜自动对焦系统示意图. 

Fig. 5  Microscope autofocus system. 
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粗调阶段，采用灰度方差函数作为对焦评价函数得到

清晰度评价函数值。 
表 1 和表 2 分别为 PCB 电路板和南瓜茎纵切标本

作为实验样品进行的三组实验，在粗略对焦时采用灰

度方差函数得到的清晰度评价函数值。 
从表 1、表 2 和图 7 可以看出，前六幅图像由于

评价值没有出现 FV1>FV2>FV3 或者 FV1<FV2>FV3 的情

况，因此按照原来的方向和步长继续往前搜索，直到

采集到第 7 幅图像时，F(6)<F(7)>F(8)，说明已经越过

了对焦位置。此时，找到了一个对焦区间[V6,V8]，即

[-40，40]，对焦区间缩小成一个 80 m 大小的区间，

在此区间内改变方向往回继续搜索，进入精细对焦阶

段。步长变为原来的 1/3，为 13 m。在此阶段采用灵

敏度较高的 Laplacian 函数得到清晰度评价函数值。 

表 1  PCB 粗略对焦时采用灰度方差函数得到的清晰度评价函数值. 

Table 1  The value of the sharpness evaluation function obtained by gray variance function in the rough focusing stage of 

PCB. 

图片数量 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

镜头位置/m -200 -160 -120 -80 -40 0 40 80 120 160 

实验一 39.455 40.782 42.123 43.589 45.332 46.776 43.866 41.455 40.481 39.246 

实验二 39.054 40.120 41.428 42.839 44.448 46.477 45.682 42.048 41.043 39.847 

实验三 39.253 40.383 41.892 43.132 45.002 46.572 43.465 41.143 40.218 39.198 

 

表 2  南瓜茎纵切标本粗略对焦时采用灰度方差函数得到的清晰度评价函数值. 

Table 2  The value of the sharpness evaluation function obtained by gray variance function in the rough focusing stage of the 

longitudinal specimens of pumpkin stem. 

图片数量 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

镜头位置/m -200 -160 -120 -80 -40 0 40 80 120 160 

实验一 16.88 16.895 17.298 17.898 19.114 19.486 18.214 17.651 17.323 17.273

实验二 16.882 16.906 17.191 17.747 18.727 19.729 18.445 17.794 17.467 17.277

实验三 16.883 16.907 17.187 17.744 18.692 19.723 18.446 17.796 17.488 17.231

图 6  两种不同样品及其图像. (a) 电路板. (b) 对焦图像. (c) 离焦图像. (d) 南瓜茎纵切标本. (e) 对焦图

像. (f) 离焦图像. 

Fig. 6  Two different samples and their images. (a) The PCB circuit board. (b) The focus image of PCB. (c) The defocus 

image of PCB. (d) The longitudinal specimens of pumpkin stem. (e) The focus image of longitudinal specimens of pumpkin 

stem. (f) The focus image of longitudinal specimens of pumpkin stem. 

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)



OEE | Advances 2017 年，第 44 卷，第 7 期
 

690 

 

图 7  粗略对焦时的搜索过程. (a) PCB 板搜索过程. (b) 标本搜索过程. 

Fig. 7  The search process of rough focusing stage. (a) The search process of PCB. (b) The 

search process of longitudinal specimens of pumpkin stem.  

表 3  PCB 精细对焦时采用 Laplacian 函数得到的清晰度评价函数值. 

Table 3  The value of the sharpness evaluation function obtained by Laplacian function in the fine focusing stage of PCB. 

图片数量 11 12 13 14 15 16 

镜头位置/m 27 14 1 -12 -25 -38 

实验一 12127.2 16181 16863 16760 13575 9763.1 

实验二 10105 16883 17910 15755 11636 7899.2 

实验三 9602.1 14585 17868 16300 12925 8063.9 

 

表 4  南瓜茎纵切标本精细对焦时采用 Laplacian 函数得到的清晰度评价函数值. 

Table 4  The value of the sharpness evaluation function obtained by Laplacian function in the fine focusing stage of the 

longitudinal specimens of pumpkin stem. 

图片数量 11 12 13 14 15 16 

镜头位置/m 27 14 1 -12 -25 -38 

实验一 30652 39865 42824 37756 27673 25517 

实验二 26676 35137 42553 39014 33233 26619 

实验三 31156 38861 42372 37646 28073 26095 

图 8  精细对焦时的搜索过程. (a) PCB 板搜索过程. (b) 标本搜索过程. 

Fig. 8  The search process of fine focusing stage. (a) The search process of PCB. (b) The search 

process of longitudinal specimens of pumpkin stem.  
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由表 3、表 4 和图 8 可看出，精细对焦时采用

Laplacian 函数得到的清晰度评价函数值一直增大，则

采用原步长按照相同方向继续搜索，直到采集到第 13
幅图像时，出现 F(12)<F(13)>F(14)，说明已经越过了

对焦位置，找到一个长度为 26 m 的对焦区间

[V12,V14]，即[-12,14]，|V12-V14|≤景深，所以在这个区

间内使用函数逼近法。以原来步长的 1/3(即 4 m)在
极值点附近取六幅图片求取对焦评价函数值进行拟

合，由拟合求出极值。 
PCB 电路板拟合曲线如图 9 所示。 

表 5  PCB 曲线拟合阶段采用 Laplacian 函数得到的清晰度评价函数值. 

Table 5  The value of the sharpness evaluation function obtained by Laplacian function in the curve fitting stage of PCB. 

图片数量 17 18 19 20 21 22 

镜头位置/m -8 -4 0 4 8 12 

实验一 15682 16329 16813 17490 17670 17311 

实验二 16715 17963 18111 17915 17210 17188 

实验三 16759 16833 17869 17534 17524 14821 

图 9  PCB 电路板曲线拟合的过程示意图. (a1) (a3) 极值点附近区域曲线拟合. (b1) (b3) 解析求出极

值点. 

Fig. 9  The curve fitting process diagram of PCB circuit board. (a1) (a3) Curve fitting near the extreme point. (b1) (b3) 

Analysis the extreme points .  
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由图 9 可知，三次实验经拟合曲线最后得出的对

焦位置分别为 7.4811 m、1.9731 m、0.6115 m。 
如果用爬山搜索算法来寻找最佳对焦位置点，由

表 5 PCB 评价函数可知，实验一需要在第 20 幅图像和

第 22 幅图像之间，即[4，12]内改变方向减小步长继

续搜索；实验二和实验三需要在第 18 幅图像和第 20
幅图像之间，即[-4，4]内改变方向减小步长继续搜索，

此时步长减小为 1 m，则需要继续采集 7 幅图像，如

表 6。 
由表 6 可以看出，实验一中第 27 幅图像的对焦评

价函数值最大，此时的镜头位置在 7 m 处，则认为

最佳对焦位置在 7 m 附近；实验二中第 25 幅图像的

对焦评价函数值最大，此时的镜头位置在 1 m 处，

则认为最佳对焦位置在 1 m 附近；实验三中第 26 幅

图像的对焦评价函数值最大，此时的镜头位置在 0 m
处，则认为最佳对焦位置在 0 m 附近。 

南瓜茎纵切标本拟合曲线如图 10 所示。 
由图 10 可知，三次实验经拟合曲线最后得出的对

焦位置分别为 1.0758 m、0.2588 m、1.5214 m。 

如果用爬山搜索算法来寻找最佳对焦位置点，由

表 7 标本评价函数可知，对焦图像在第 18 幅图像和第

20 幅图像之间，即[-4，4]。在这个范围内改变方向减

少步长继续搜索，此时步长减小为 1 m，则需要继续

采集 7 幅图像如表 8。 
由表 8 可以看出，实验一中第 25 幅图像的对焦评

价函数值最大，此时的镜头位置在 1 m 处，则认为

最佳对焦位置在 1 m 附近；实验二中第 26 幅图像的

对焦评价函数值最大，此时的镜头位置在 0 m 处，

则认为最佳对焦位置在 0 m 附近；实验三中第 25 幅

图像的对焦评价函数值最大，此时的镜头位置在 1 m
处，则认为最佳对焦位置在 1 m 附近。 

传统的爬山搜索法需要 23 幅图片才能找到最佳

对焦位置，进行 23 次重复计算，并且需 4 次改变搜索

方向。而本文提出的混合搜索法的最佳对焦位置由拟

合解析得出，只需要采集 17 幅图像，经过 17 次计算，

并且仅需 3 次改变搜索方向，搜索时间要比普通爬山

搜索算法小的多。 

表 9 显示了两种搜索法的比较。 

表 7  用爬山搜索法继续采集 7 幅 PCB 电路板图像的清晰度评价函数值. 

Table 7  The evaluation function values of the seven PCB circuit board images collected by the mountain climbing method. 

图片数量 23 24 25 26 27 28 29 

镜头位置/m 11 10 9 8 7 6 5 

实验一 17416 17577 17641 17670 17675 17593 17504 

图片数量 23 24 25 26 27 28 29 

镜头位置/m 3 2 1 0 -1 -2 -3 

实验二 17947 18020 18232 18111 18079 18043 18006 

实验三 17624 17776 17868 17869 17792 17633 16848 

 

表 8  南瓜茎纵切标本曲线拟合阶段采用 Laplacian 函数得到的清晰度评价函数值. 

Table 8  The value of the sharpness evaluation function obtained by Laplacian function in the curve fitting stage of the 

longitudinal specimens of pumpkin stem. 

图片数量 17 18 19 20 21 22 

镜头位置/m -8 -4 0 4 8 12 

实验一 36674 37823 42724 41014 40882 40046 

实验二 40078 41103 42779 42264 40189 39379 

实验三 38332 38638 43099 41725 40622 39075 
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由表 9 可以看出，本文所提出的混合搜索法的搜

索效率是传统爬山搜索法效率的 1.7 倍。在实验过程

中，由于采样率和采样起点不同，传统的搜索算法很

有可能造成获得的具有全局最大对焦评价函数的位置

不是真正的最佳对焦位置。在精细对焦时，传统爬山

搜索法的步长为 1 m，所以对焦精度仅能达到 1 m，

而本文采用曲线拟合法得出最佳对焦位置，可以精确

到 0.0001 m。 

表 9  用爬山搜索法继续采集 7 幅标本图像的清晰度评价函数值. 

Table 9  The evaluation function values of the seven specimen images collected by the mountain climbing method. 

图片数量 23 24 25 26 27 28 29 

镜头位置/m 3 2 1 0 -1 -2 -3 

实验一 40599 42836 42987 42724 39051 38775 38250 

实验二 42264 42444 42553 42779 42641 42499 41776 

实验三 41805 42372 43360 43099 39818 39452 39039 

 

图 10  南瓜茎纵切标本曲线拟合的过程示意图. (a1)(a3) 极值点附近区域曲线拟合. (b1)

(b3) 解析求出极值点. 

Fig. 10  The curve fitting process diagram of pumpkin stem longitudinal specimens. (a1) (a3) Curve fitting 

near the extreme point . (b1) (b3) Analysis the extreme points. 
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5  结  论 

本文提出的改进爬山搜索算法和函数逼近法相结

合的混合搜索法是一种新的搜索算法。该算法中的爬

山搜索法采用粗精结合的两段式搜索算法，在粗略对

焦时，大步距考虑到算法的快速性，选用灰度方差函

数快速逼近对焦位置；精细对焦时，小步距考虑算法

的灵敏度，选用 Laplacian 函数精确对焦位置，通过比

较三幅图片来缩小对焦区间并且在小区间内采用函数

逼近法来拟合出最佳对焦位置。此方法仅需采集 17
幅图片，减少了图像采集和评估次数，没有增加电机

运动行程，缩短了系统自动对焦的时间，提高了算法

的搜索效率；而且通过比较连续三幅图像的评价函数

值，避免陷入局部峰值。极值点由拟合解析给出，精

度为 0.0001 m 优于 1 m，使其更加接近最佳对焦点

的位置，大大提高了算法的精确度。 
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表 10  传统爬山搜索法和混合搜索法的比较. 

Table 10  Comparison between the traditional mountain-climb search strategy with the 

proposed hybrid search strategy. 

对焦过程 传统的爬山搜索法 混合搜索法 

采集图像 23 17 

改变方向次数 4 3 

总时间/s 4.398 2.587 

 


