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椭偏光学显微成像系统聚焦评价函数的研究 3

陈 　涉 　孟永宏 　靳 　刚
(中国科学院力学研究所 , 北京 100080)

摘要 : 　自动聚焦技术在椭偏光学显微成像系统中是一项关键的技术。利用几种常用聚焦评价函数作为研究手段

研究了这一过程。实验中采用硅基底表面人血纤维蛋白膜层和多元蛋白质芯片样品作为研究对象 ,研究了几种函

数在自动聚焦过程中函数值的变化 ,以及噪音、样品区域选择对聚焦效果的影响。实验验证拉普拉斯评价函数和

Sobel 评价函数可以满足系统的要求 ;采用多幅图像平均的方法可以有效降低噪音 ,当平均次数达到 9 次以上 ,系

统噪音的影响就可以被降至有效评价的程度 ;沿同一锐边 ,选择不同的调焦区域 ,对聚焦过程基本没有影响 ;利用

评价函数在实验中确定了倾斜平面成像的最佳聚焦平面 ,并与理论像平面吻合。实验证明利用聚焦评价函数可以

成功实现自动聚焦技术在椭偏光学显微成像系统中的应用。
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St udy on t he Aut of ocus Eval uation Function i n Ellips omet ric

Imagi ng Sys tem

Chen She 　Meng Yonghong 　J in Gang
( Ins t i t u te of Mecha nics , The Chi nese Academ y of Sciences , Beij i ng 100080)

Abs t r act : 　Auto focusing is key technique in ellipsomet ric imaging system. The p rocess is s tudied by use of several

autofocus’ evaluation functions . FIB on Si wafer and multi - channel p roteinchip has been used in experiment . The

change of functions value has been studied. The effect of noise and selected area used for auto focusing are evaluated.

The experiment shows that Laplacian function and Sobel function are suitable for this system. By using several f rames

to get average result , the effect of noise has reduced to good level when the number of f rame more than 9 . Along the

same sharp edge , selecting diffe rent areas for autofocus , it has no influence on result . Using autofocus evaluation

function to get the focus image of tilting plane , and the result agrees with the theoretical plane of image . It has been

confirmed that autofocus evaluation function can be used in ellipsomet ric imaging system.

Key wor ds : 　optical measurement ; microscopy ; autofocus ; ellipsomet ric imaging system ; autofocus evaluation

function ; noise

1 　引　　言
椭偏光学显微成像术是 20 世纪 90 年代发展起

来的一种新型超薄膜及表面测量技术[1 ] 。该技术在

传统光学椭偏测量术的基础上结合 CCD 摄像技术、

计算机图像采集、图像处理技术而产生的一种新兴

测量技术。具有极高垂直分辨力 (0. 1 nm 量级的厚

度分辨力)和很高水平分辨力 (微米量级的横向分辨

力) ,同时成像面积大 (达到厘米量级) ,结果直观 (以

图像显示) 以及非接触测量等突出优点[ 1 ,2 ] 。该技

术为薄膜材料研究和功能生物膜研究提供了一种全

新的测量手段 ,在生物分子药物筛选和临床医学诊

断等方面有希望获得广泛的应用[3～8 ] 。

对于通常的光学系统 ,正确聚焦是系统正常使

用所必须满足的一个前提条件。椭偏光学成像系统



和通常的光学系统有很大的不同 ,它的物平面与成

像透镜有一定夹角θ, CCD 成像平面和成像透镜平

行 ,这样 CCD 成像面上所成像就非常复杂 ,有些区

域正好达到最佳成像区域 ,而有些区域则在焦点的

前后分布。本文采用多种聚焦评价函数 ,在图像中

选取不同的成像区域 ,研究了在聚焦过程中区域内

评价函数值的变化 ,得到一批相关结果。对于文献

[9 ]强调的以局部极大值的数量作为衡量评价函数

优劣的标准提出疑义。从某种意义上来说 ,那些极

大值恰恰反映了局部的情况。简单否认大量峰值的

出现 ,会忽略某些感兴趣的局部变化。

2 　自动调焦系统及自动调焦评价函数

由于微电子技术、计算机技术、显示测量技术的

发展 ,促进了自动调焦技术的发展。从 20 世纪 60

年代开始 ,自动调焦技术已广泛应用于照相机、显微

镜、投影仪、摄像机、光刻设备和检测仪器等光学系

统中[ 10 ,11 ] 。

在椭偏光学显微成像系统 (如图 1) 中 ,以 CCD

摄像机作为系统的信号探测器 ,摄像机所获取的图

像通过图像采集卡进入计算机[2 ,12 ,13 ] 。系统的自动

调焦 ,可以利用已有的器件和计算机的运算能力 ,不

需要使用额外的器件。本文采用了基于系统图像分

析的三步法自动调焦获得了良好的成像质量[13 ] 。

图 1 椭偏光学成像系统框图

Fig. 1 Diagram of ellipsometric imaging system

一幅正确聚焦的图像所包含的信息远比离焦图

像丰富。人眼判断正确聚焦与否的一个重要指标是

图像的清晰程度 (即图像的锐度) ,正确聚焦图像较

离焦图像锐度大。考虑点物通过光学系统的情况 ,

以几何光学的观点看 ,点物通过透镜系统成像 ,如果

像接收面偏离理想像面 ,则像点为一扩展斑点 ,无清

晰边界 ,斑点形状与透镜系统的出瞳相同。当像接

收面与理想像面重合时 ,光斑最小。如果成像透镜

都是圆形 ,即可测定光斑直径 R 的大小 ,得到离焦

程度。但实际上 ,直接测量 R 是不可能的。以傅里

叶光学的观点来看 ,透镜可以看成一个低通线性滤

波器 ,正确聚焦时 ,具有最大截止频率 ,截止频率随

离焦量增加而降低。光学系统的光学传递函数常以

高斯模型表示[14 ] :

GGauss (ρ) = exp -
1
4

R2 ·ρ2
, (1)

式中 R为光斑半径 ,ρ为圆空间频率 ,ρ2 = u2 + v2 , u ,

v 为空间坐标 x 和 y 的傅里叶变换对。因此 ,可以通

过测量调焦图像的光强分布来间接测量 R 的大小 ,

从而判断图像的聚焦结果。由于高频分量决定了像

的锐度 ,所以通常利用图像光强分布的梯度作为调

焦的评价 ,即

Fgrad = ∑∑{ ý g ( x , y) } 2 , (2)

式中 g ( x , y) 为成像平面上 ( x , y) 点的光强。基于此

原理的常用调焦评价函数有 Robert 评价函数、So2
bel 评价函数[ 13 ] 。另外拉普拉斯函数也常用作自动

调焦的评价函数 :

Flap = ∑
M- 1

i = 1
∑
N - 1

j = 1
[ ý 2 ( x , y) ]2 , (3)

其中

ý 2 g ( x , y) = 4 g ( x , y) - g ( x , y + 1) -

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

g ( x - 1 , y) . (4)

　　还存在很多用于自动聚焦的评价函数 ,文中选

取了其中最具代表性的 Vollath′s F5 [9 ,15 ] 。

3 　实验结果及相关讨论

在完成三步法自动调焦[ 13 ] (把 CCD 摄像机的

位置调整到焦点附近) 的基础上 ,让 CCD 摄像机沿

轨道前后运行 ,连续记录选择区域中聚焦评价函数

的变化情况 ,依据函数值的变化研究聚焦情况。首

先对 Robert ,Sobel 和拉普拉斯 ,Vollath′s F5 四种

评价函数进行比较 ,初步确定在椭偏成像系统中哪

种函数较为恰当 ;然后讨论系统中噪音的影响 ,采用

多幅平均法抑制噪音 ;第三部分对用于计算评价函

数的区域不同而产生的聚焦效果变化进行探讨 ;第

四部分针对一个细节相对丰富的样品 ,选择不同区

域 ,对如何获得真正所需的聚焦位置 ,进行细致地研

究。在本节的最后针对上述实验结果进行讨论。

3 . 1 　四种聚焦评价函数的比较

这里选取一条快速变化的锐边作为研究的区域

(如图 2) ,图中样品亮区域为硅基底表面上人血纤

维蛋白膜层 ,暗区域是硅基底 ,白色线框勾画出的区
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图 2 聚焦区域选择图

Fig. 2 Selected area for autofocus

域用于计算聚焦评价函数值。在垂直方向上样品、

透镜及 CCD 成像面保持平行 ,水平方向上三者有一

定的夹角。为减小噪音的影响 ,工作中采取 100 幅

连续图像平均。图 3 (a) 是前三种聚焦评价函数 ,结

果有很好的一致性。Vollath′s F5 的自动聚焦曲线

[如图 3 (b) ]出现异常 ,类似结果在自动聚焦过程中

将无法获得准确的结果 ,下文将不对该函数进行讨

论。图中横坐标是 CCD 相机的成像面所在位置 ,单

位是 5μm。

图 3 归一化的自动调焦评价函数值

Fig. 3 Normalized value of autofocus evaluation

function

3 . 2 　噪音对于聚焦评价函数比较

为获得噪音影响的结果 ,利用 3. 1 节相同场景 ,

用均方根作为评价参量σ(以 100 次的结果作为参

考值) ,图 4 是实验结果 ,图中横坐标为平均次数。

图 4 评价函数的均方根

Fig. 4 Root2mean2square of autofocus evaluation function

　　为了进一步验证实验结果 ,选取了完全不同的

场景 (如图 5) ,图中样品是多元蛋白质芯片样品 ,区

域 1 包括 6 条垂直锐边 ,区域 2 ,3 ,4 包括两条垂直

锐边 ,区域 5 ,6 ,7 ,8 分别包含唯一的垂直锐边 ,区域

9 ,10 ,11 ,12 分别包含唯一的垂直锐边 ,面积减小。

图 6 是实验结果。

图 5 聚焦区域选择图

Fig. 5 Selected area for autofocus
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图 6 评价函数的均方根

Fig. 6 Root2mean2square of autofocus evaluation function

3 . 3 　不同样品区域选取对于聚焦效果的影响

选取 3. 1 节相同的简单样品 ,沿锐边对称选取不

同区域 (如图 7)进行比较 ,聚焦效果基本一致 ,但彼此

之间存在微小的差别。图 8 是相应的实验结果。

图 7 聚焦区域选择图

Fig. 7 Selected area for autofocus

图 8 区域选择对聚焦效果的影响

Fig. 8 Influence of selected area on the position of focus

3 . 4 　复杂样品成像研究

为研究整个平面的成像 ,进一步的实验中采用

3. 2 节已采用过的多元蛋白质芯片样品 (如图 9) ,

图 10 是实验结果。

图 9 聚焦区域选择图

Fig. 9 Selected area for autofocus
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图 10 归一化的自动调焦评价函数值

Fig. 10 Normalized value of autofocus evaluation function

图 11 聚焦区域选择图

Fig. 11 Selected area for autofocus

　　在研究上述问题中 ,注意到一个现象 :随着选取

的锐边位置 (这里用选择框起始点位置表示) 的变

化 ,焦点位置呈现线性变化的过程。这种现象反应

了一个基本事实 :倾斜样品的聚焦面仍旧是平面 ,在

理论上这很容易证明。为进一步验证上述结论 ,选

取了更多的区域 (图 11 中区域 1 到区域 7) ,获得了

类似的结果 (如图 12) 。

图 12 评价函数选择框起点和焦点位置的曲线

Fig. 12 Relationship of the position of focus and the

position of square′s beginning line

3 . 5 　实验结果及讨论

通常的样品都是由若干快速变化的边和缓慢变

化的面组成的 ,对聚焦评价函数而言 ,缓慢变化的面

达不到聚焦的目的[ 10 ] ,而快速变化的边才会形成聚

焦函数的变化 ,这个原则在自动聚焦区域选择中具

有普遍意义。

从图 3 可以看出 ,前三种聚焦评价函数 [ 如

图 3 (a) ]都有唯一的全局极大值 ,且位置基本重合 ,

任意选取这三种函数中的一个都可以获得正确的聚

焦效果 ,其中拉普拉斯评价函数的实验曲线尖锐程

度最大。Vollat h’s F5 评价函数出现了异常 ,无法正

确聚焦。

多幅平均的方法可以有效地抑制系统噪音 ,这

在 3. 2 节的实验 (图 4) 中得到了验证 ,当平均的次

数达到 9 次时 ,σ值降低到 1 次的一半以下。各聚
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焦评价函数σ的具体数值有所区别 ,其中 Robert 评

价函数的σ值最小 ,拉普拉斯评价函数的σ值最大。

但是否可以定义一个σ值作为判别误差水平的指

标 ,也比较牵强。随着平均次数的增加σ值也随之

减小 ,但自动调焦的时间也会大幅增加 ,在实际工作

中 ,取 9 次作为实际的平均次数 ,这样在高速度和低

误差水平间可以获得一个折中。在完全不同的场景

中我们也看到了类似结果 (图 6) 。同时在新的场景

中发现一个现象 :σ随选取区域增加而变小。

不同样品区域选取对于聚焦效果的影响这个问

题上 ,Robert 函数[图 8 ( b) ]的结果最复杂 ,其中区

域 6 没有正确聚焦 ; Sobel 函数 [图 8 (c) ]的结果一

致性相对较好 ,区域选取的影响很小 ;拉普拉斯评价

函数[图 8 (a) ]在不同区域的选择中出现了两个不

同的最大值 ,后续实验中了解到这是由于聚焦锐边

有一定宽度 ,两个位置对应阶梯两侧的焦点位置。

为了达到良好的一致性 ,Sobel 函数是最佳选择 ,选

用拉普拉斯评价函数则必须非常清楚所获得焦点位

置对应哪个细节。为了获得所需聚焦效果 ,针对实

际样品 ,评价函数的选择尤为重要 ,区域的选择也应

该仅围绕关心的细节。

对复杂样品研究中可以看到 ,从区域 1 到 7

(图 9)的拉普拉斯评价函数在整个聚焦过程中的变

化[图 1 (a) ]可以发现 ,区域 1 拥有很多锐边 ,结果

也有很多极大值 ,且极大值之间差别很小 ,这样的结

果将导致自动聚焦失败。如果选取区域变化一致 ,

如区域 7 ,结果就只有一个明显的极大值 ,这样就很

容易找到焦点位置。在聚焦区域的选取上应本着尽

量减少细节的原则。Sobel 评价函数都拥有唯一的

极大值[图 10 (c) ] ,但是由于现在的样品是倾斜的 ,

为了达到所需要的聚焦效果 ,区域的选择仍需综合

考虑。Robert 评价函数的结果也拥有唯一的极大

值[图 10 (b) ] ,但实验曲线的锐利程度显然不如另

外两个函数。

倾斜样品的聚焦平面仍旧是平面 ,这一点在拉

普拉斯函数的结果 [图 12 (a) ]中得到了很好的验

证 ,Sobel 函数 [图 12 (c) ]中有两个点 (图中用 ▲表

示)出现了异常 ,观察实验曲线 (区域 4～6) ,发现最

大点附近有一个很宽的平台 ,此时噪音影响严重 ,很

小的扰动就会使结果严重偏离。Robert 函数的结

果[图 12 (b) ]有更多点出现异常。

4 　结　　论

通过以上一系列的实验和分析 ,看到拉普拉斯评

价函数可以准确反映聚焦过程的实际情况 ,其他诸如

Robert 和 Sobel 评价函数也有类似效果。这三种函

数中 ,拉普拉斯评价函数显得更为适用一些。这种现

象的出现是由于该函数更能反应细节的变化 ,其他函

数的平均效应比较强 ,对椭偏光学显微成像系统拉普

拉斯评价函数拥有特殊的优势。采用多幅平均的方

法可以降低噪音的影响 ,在当前的噪音水平下 ,只要

平均次数达到 9 次以上 ,就可以达到非常满意的结

果。利用自动调焦评价函数 ,实验中获得的聚焦平面

恰好落在成像平面上 ,反应了对于实验系统 ,自动聚

焦评价函数是有效的。另外对于类似于椭偏光学显

微倾斜成像系统的光学体系 ,尽量选取关心区域附近

的细节 ,采用拉普拉斯评价函数就可以获得满意的聚

焦效果。在今后的工作中将对自动调焦过程中的算

法以及倾斜样品的像消除畸变进行深入研究 ,以进一

步改善系统的工作状态。
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