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Рассматривается актуальная проблема оптимизации процесса современной автоматизированной
оптической микроскопии. Предлагается подход, в котором производится анализ характеристики из-
менения яркости гауссова пучка в оптической системе микроскопа и вводится дискретная (цифровая)
модель, коррелирующая с непрерывной. На основе дискретной модели поведения гауссова пучка
предлагается аналитический подход нахождения максимума дискретной функции, отражающей меру
того, насколько «близко» оптическая система находится к точке ее фокуса, требующий значительно
меньшего количество захватов изображения с оптического микроскопа и таким образом ускоряющий
процесс автоматического нахождения точки фокуса оптического микроскопа.
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Введение

Новейшие подходы, используемые в современной ав-
томатизированной оптической микроскопии, включают
в себя целый комплекс действий, обеспечивающий ав-
томатизированное исследование медико-биологических
проб и образцов.

Экспериментальный процесс можно разделить на
три основных этапа, определяющих общий технологи-
ческий цикл [1]:

1) загрузка кассеты с набором образцов в механизи-
рованный оптический микроскоп;

2) получение (регистрация) подробных снимков
каждого образца;

3) автоматический анализ полученных снимков с ис-
пользованием специализированных вычислительных
комплексов.

Рассмотрим второй шаг. Для получения снимка
образца, как правило, необходимо сфокусировать опти-
ческую систему так, чтобы наблюдаемое изображение
было наиболее резким, т. е. расстояние объектива до
образца должно быть таким, чтобы датчики яркости
находились в плоскости изображения фотокамеры.

Обычно в современных установках, например IM-
STAR PATHFINDER, процесс первичной фокусировки
оптической системы занимает приблизительно одну
минуту. Более того, для каждого образца необходимо
сделать определенную серию снимков.

При стократном увеличении и в предположении,
что размер исходного образца имеет размер порядка
1 см2 , для обработки всего одного образца требуется
порядка 10 000 снимков. Кроме того, при перемещении
предметного столика микроскопа происходит наруше-
ние фокусировки оптической системы как из-за есте-
ственной неравномерности движения самого предмет-
ного столика, так и из-за неидеально гладкой поверх-
ности образца. Поэтому для каждого снимка необхо-

димо производить повторную, вторичную фокусировку.
В существующих системах этот процесс занимает от
пяти до десяти секунд на один кадр, что в масштабе
10 000 снимков представляет собой достаточно суще-
ственное время.

Таким образом, актуальной задачей становится ми-
нимизация времени автоматической фокусировки оп-
тической системы микроскопа путем алгоритмической
оптимизации самого процесса фокусировки на основе
создания физико-математической модели оптической
системы и алгоритмов оптимального получения и об-
работки результатов.

Ускорение и оптимизация процесса фокусировки
современных автоматизированных оптических систем
на основе программной обработки снимков не только
существенно увеличит производительность таких опти-
мизированных систем, но также повысит их конкурен-
тоспобность по сравнению с другими аналогами.

В настоящее время опубликовано достаточно боль-
шое количество научных и прикладных статей и тех-
нических отчетов, посвященных как проблеме автофо-
кусировки цифровых микроскопов в целом, так и раз-
работке, и оценке конкретных алгоритмов поиска поло-
жения оптимального фокуса. Это связано в первую оче-
редь с тем, что практическое решение задачи оптимиза-
ции автофокусировки оптических систем представляет
собой не только научный, но и чисто коммерческий
интерес.

В работах [2–4] описаны, протестированы и ран-
жированы по специально разработанной методологии
восемнадцать алгоритмов программной автофокусиров-
ки, наиболее часто используемых в цифровой микро-
скопии при исследовании различных медико-биологи-
ческих проб [5–14]. Анализ совокупности указанных
работ позволил прийти к следующим выводам.

Во-первых, ни один из восемнадцати применяемых
на практике алгоритмов фокусировки не является уни-

5 ВМУ. Физика. Астрономия. № 1



10 ВМУ. Серия 3. ФИЗИКА. АСТРОНОМИЯ. 2015. № 1

версальным, т. е. оптимальным для всего разнообразия
изучаемых медико-биологических проб, отличающихся
толщиной, контрастностью и насыщенностью изобра-
жения, и соответственно для различных методов на-
блюдения и освещения, используемых в микроскопии.
Таким образом, задача построения оптимальных алго-
ритмов по-прежнему остается актуальной.

Во-вторых, основой построения всех существую-
щих алгоритмов автофокусировки является введение
функционала, задающего расфокусировочную кривую,
и поиск ее экстремума — точки фокуса оптической
системы (этот этап принято называть статической ча-
стью алгоритма), а также использование некоторого
подхода, позволяющего найти экстремум полученной
оценочной кривой при наименьшем количестве захва-
тываемых изображений (динамическая часть алгорит-
ма). Задача оптимизации уже имеющихся алгоритмов
сводится к выбору для конкретных объектов исследо-
вания наиболее «удачной» кривой, отвечающей опре-
деленным требованиям (число побочных глобальных
экстремумов, ширина пика, помехоустойчивость и т. д.).
При этом подход, при котором заранее известен ана-
литической вид аппаратной функции, коррелирующей
с дискретной расфокусировочной кривой, в литературе
не рассматривается. Поэтому в качестве динамической
части используются такие хорошо известные методы
«угадывания» экстремума, как поиск Фибоначчи, ме-
тод половинного деления или поиск с использованием
полиномиальной интерполяции.

Подход к построению алгоритма автофокусировки,
предлагаемый в настоящей работе, базируется на созда-
нии математической модели, в рамках которой доказы-
вается, что расфокусировочная кривая, задаваемая вве-
денным функционалом, достаточно точно коррелирует
с функцией, задающей распределение Коши. Таким
образом, предлагаемый подход позволяет однозначно
восстановить расфокусировочную кривую по опорным
точкам – подмножеству снимков — и разработать точ-
ный сходящийся итерационный метод нахождения ее
экстремума.

1. Описание предлагаемого подхода

Для решения задачи поиска положения фокуса оп-
тической системы будем использовать характеристики
распределения яркостей получаемого набора изображе-
ний Λ(xn) , n = 1, . . . ,N , изучаемой сцены при различ-
ных настройках оптической системы, определяемых ко-
ординатой xn пересечения оптической оси плоскостью
изображения. Эти характеристики должны быть легко
вычисляемыми. В качестве реализации предлагаемого
подхода построим математическую модель, связываю-
щую положение фокуса с параметрами распределений
яркости формируемого изображения.

Для построения такой модели ранее в статье [15]
в рамках положений волновой оптики описана мате-
матическая модель оптической системы, формирующей
изображение плоского объекта в ситуации, когда поло-
жение фокуса не совпадает с плоскостью объекта [16].
Эта модель характеризуется распределением яркости
изображения точечного источника, расположенного вне
плоскости фокусировки оптической системы. Такое
изображение назовем пятном размытия. Как показано

в работе [15], распределение яркости этого пятна имеет
вид гауссовой функции, характерная ширина (размер)
которой зависит от положения фокуса оптической си-
стемы. В настоящей работе в рамках общей реализации
подхода описаны классы изучаемых плоских объектов
и классы их изображений, сформированных расфоку-
сированной оптической системой. В качестве такого
класса выбраны непрозрачные объекты на светлом
фоне, причем граница объектов достаточно гладкая для
того, чтобы в пределах характерного размера пятна
расфокусировки границу локально (в малом) можно
считать близкой к прямолинейной. Расстояние между
объектами и их характерный размер много больше
характерного размера пятна размытия (рис. 1).

Рис. 1. Пример исследуемого изображения

В этом случае распределение яркости идеально-
го (неразмытого оптической системой) изображения
таких объектов эквивалентно распределению яркости
двухуровневого (бинарного) изображения, заданного на
прямоугольном поле зрения, ширина которого равна
суммарной длине границ всех изображаемых объек-
тов, а площадь — площади исходного поля зрения
(рис. 2). Распределение яркости расфокусированного
изображения также эквивалентно распределению яр-
кости кусочно-постоянного изображения, полученного
расфокусировкой идеального бинарного. В настоящей
работе предлагается количественная характеристика
расфокусировки и выявляется зависимость этого кри-
терия от положения фокуса. На основе этой зависимо-
сти предлагается алгоритмический метод оптимального
поиска положения фокуса оптической системы.

Рис. 2. Изображения f и fD (вверху), g0 и g0, equiv
(внизу)
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2. Класс исследуемых объектов и класс их
изображений

Полученный в [15] результат в виде функции рас-
сеяния точки, задающей распределение интенсивности
в гауссовом пятне размытия при регистрации изображе-
ния точечного источника, является основой построения
математической модели изображения, регистрируемого
оптической системой (микроскопом) для каждой ее
позиции, характеризующейся смещением датчиков яр-
кости от идеальной плоскости изображения. Функция
размытия точки дается формулой

I (x, r) =
I0

1− 2
F x +

(
1
F2 + 1

k2ρ4
0

)
x2

×

× exp

 r2

ρ2
0

1

1− 2
F x +

(
1
F2 + 1

k2ρ4
0

)
x2

 , (1)

где x — продольная координата, определяющая точку
пересечения оси пучка с плоскостью изображения и за-
висящая от положения оптической системы вдоль опти-
ческой оси; I0 — интенсивность светового пучка; r —
радиус пучка; F — фокусное расстояние оптической
системы; k — волновое число; ρ0 — радиус (ширина)
исходного гауссова пучка.

Далее покажем, что для специального класса непро-
зрачных объектов каждое расфокусированное изобра-
жение имеет распределение яркости, аппроксимируемо-
го сверткой функции размытия точки (1) с изображе-
нием простой структуры в виде двух прямоугольников,
светлого и темного, имеющих общую сторону, длина
которой равна суммарной длине границы непрозрачных
объектов.

Пусть распределение яркости плоского объекта на
поле зрения X = {(i, j) ∈ [a, b]× [c,d]} (геометрический
формат снимка) задается функцией f (·, ·) : R2 → R1 , то-
гда результат регистрации изображения объекта имеет
вид

g(i, j; t) = C
∫
R2

f (i′, j′)
1
t2

e−(B/t2)[(i−i′)2+(j−j′)2] di′ dj′,

(i, j) ∈ X, t ∈ [t1, t2],

где в соответствии с (1)

t(x) = 1− 2
F

x +
(

1
F2 +

1
k2ρ4

0

)
x2 (2)

— параметр гауссовой функции, определяющий вели-
чину размытия регистрируемого изображения. Мини-
мальное значение tmin определяет положение фокуса.
Величину t назовем характерным радиусом пятна раз-
мытия.

Пусть рассматриваемые объекты являются плоски-
ми, расположенными в предметной плоскости, перпен-
дикулярной оптической оси видеосистемы (оптической
системы микроскопа). Математическую модель такого
объекта зададим в виде

f (i, j) =
n∑

k=1

χk(i, j), (i, j) ∈ X.

Здесь χk(·, ·) — индикатор множества Ak ⊂ R2 ,
k = 1, . . . ,n , причем эти множества не пересекаются,

множество Ak есть подмножество поля зрения X , зани-
маемое k-м объектом. На рис. 1 объекты изображены
черным цветом, им в модели приписывается яркость,
равная 1, а фон, изображенный белым, имеет яркость,
равную нулю. Тогда регистрируемое изображение имеет
вид

g0(i, j; t) = C
∫
R2

n∑
k=1

χk(i′, j′)
1
t2

e−(B/t2)[(i−i′)2+(j−j′)2] di′ dj′,

(i, j) ∈ X, t ∈ [t1, t2]. (3)

Пусть расстояние между множествами Ak ⊂ R2 и их
характерный размер много больше характерного ради-
уса пятна размытия для каждой локальной компози-
ции множеств Ak , а их границей являются гладкие
замкнутые кривые без каких-либо наложений. Такие
предположения оправдываются имеющимися массивами
данных (см. рис. 1). Тогда вдоль направления внешней
нормали к касательной к границе фиксированной обла-
сти Ak0 в точке (i, j) яркость размытого изображения
g0(·, ·; t) можно аппроксимировать функцией

q(z; i, j) = C0

−z(i,j)∫
−∞

e−u2/(2t2) du.

Здесь точка z(i, j) = 0 соответсвует координатам (i0, j0)
границы области Ak0 . Эта аппроксимация возникает
при замене области интегрирования в (3) на полуплос-
кость с границей, совпадающей с касательной к грани-
це области Ak0 в точке (i0, j0) .

Вычислим распределение яркости на поле зрения
размытого изображения, т. е. меры (площади) подмно-
жеств B(I , I+δ) поля зрения, в точках которых яркости
размытого изображения лежат в пределах от I до I + δ .
Мера множества B(I , I+δ) при указанных предположе-
ниях может быть оценена путем изменения упорядоче-
ния точек поля зрения: выберем прямоугольник Y в R2 ,
одна сторона которого (вдоль оси OX ) равна суммарной
длине границ всех множеств Ak ⊂ R2 , k = 1, . . . ,n ,
а вторая (вдоль оси OY ) такова, что площади мно-
жеств X и Y совпадают. На этом прямоугольнике
выделим подобласть D прямоугольной формы, одна из
сторон которой (вдоль оси OX ) совпадает со стороной
прямоугольника Y , а площадь прямоугольника D равна
площади всех объектов, и построим изображение

fD(i, j) = χD(i, j), (i, j) ∈ X,

где χD — индикатор множества D . Изображение fD(i, j)
эквивалентно изображению f (i, j) в том смысле, что
меры множеств Лебега Mf (c) = {(i, j) : f (i, j) 6 c})
и MfD (c) = {(i, j) : fD(i, j) 6 c}) изображений f (i, j)
и fD(i, j) совпадают:

mesMf (c) = mesMfD (c), c ∈ R1.

Пример эквивалентных изображений f (i, j) и fD(i, j)
показан на рис. 2, вверху.

Тогда при отмеченных условиях это же свойство эк-
вивалентности с некоторой точностью будет выполнено
для изображения g0(i, j; t) , определенного в (3):

g0, equiv(i, j; t) = C
∫
R2

χD(i′, j′)
1
t2

e−(B/t2)[(i−i′)2+(j−j′)2] di′ dj′,

(i, j) ∈ X, t ∈ [t1, t2].
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На рис. 2, снизу также показан пример эквивалентных
изображений g0 и g0, equiv .

Последующее вычисление яркости изображения
g0, equiv(i, j; t) приводит к следующему результату:

g0, equiv(i, j; t) = C

∞∫
−∞

0∫
−∞

e−(B/t2)[(i−i′)2+(j−j′)2] di′ dj′ =

=

0∫
−∞

e−(B/t2)(i−i′)2d
(

i− i′

t

)
= C0Φ

(
− i

t

)
, (4)

где функция Лапласа Φ(z) определяется стандартным

образом: Φ(z) =
z∫

−∞

1√
2π

e−u2/2 du , −∞ < z < ∞ . Следо-

вательно, искомая мера подмножеств B(I , I+δ) может
быть оценена, если в качестве размытого изображения
выбирается изображение g0, equiv(i, j; t) . На рис. 3 пока-
зана зависимость функции g0, equiv(·, j; t) от аргумента i
при фиксированном t . Так как g0(i, j; t) не зависит от j ,
показана лишь зависимость от одной переменной i .

Рис. 3. Вид функции g0, equiv(i, j; t) в зависимости от i

3. Количественная характеристика распределения
яркости дефокусированного изображения

Рассмотрим в качестве характеристики распреде-
ления яркости дефокусированного изображения меру
множества Q(t, l) , в точках которого квадрат нормы
градиента яркости этого изображения не меньше, чем
задаваемое пороговое значение l :

Q(t, l) =
{
(i, j) ∈Y : ∥∇g0(i, j; t)∥2 > l

}
. (5)

Поскольку при указанных предположениях произ-
водная изображения f (i, j) по направлению нормали
к границе объекта практически совпадает с производ-
ной изображения fD(i, j) по направлению оси OY , а по
направлениям, перпендикулярным к ним, равна нулю,
то, заменяя норму градиента изображения g0(·, ·; t)
на норму градиента введенной функции g0, equiv(·, ·; t)
и учитывая (4), получим

∇g0, equiv(i, j; t) =
(
C0e−i2/2t2 , 0

)
,

На рис. 4 показаны графики первой координаты
градиентов ∇g0(i, j; t) как функций аргумента i для
нескольких фиксированных значений параметра t . Чем
меньше значение t , тем меньше мера множества Q(t, l) .

Рис. 4. Графики первой координаты градиентов
∇g0(i, j; t) как функций аргумента i для нескольких

фиксированных значений параметра t

Для дальнейшего удобно выбрать значение порога
в виде l = (δC0)2 , 0 < δ < 1, тогда множество (5)
запишется в виде

Q(t, l)l=
√

δC0
= Qδ(t) =

{
(i, j) ∈Y : e−i2/2t2 > δ

}
, 0 < δ < 1.

Мера множества Qδ(t) равна 2dδ(t)h , где h — размер
множества Y по оси OY , а dδ(t) определяется из
соотношения δ = e−d(t)2/2t2 , эквивалентного при t > 0,
d > 0 равенству

dδ(t) = t
√

ln(δ). (6)

Как видно из (6) и из рис. 5, минимум параметрической
функции d(t)δ по t (а значит, и мера множества Qδ(t))
достигается при минимальном значении радиуса пятна
размытия t = tmin , а t определена в (2) как функция

Рис. 5. Графики функций +d(t(x)) и −d(t(x))
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параметра x , определяющего точку пересечения плос-
кости изображения микроскопа с оптической осью.

Таким образом, вычисляя меру множества Qδ(t(x))
для изображений, полученных при различных значе-
ниях x , и добиваясь ее минимального значения изме-
нением положения плоскости изображения, мы можем
сфокусировать оптическую систему.

На практике в качестве меры фокусировки удобнее
пользоваться отношением p(x) меры дополнения мно-
жества Qδ(t(x)) до всего поля зрения к мере Qδ(t(x))
при фиксированном δ . Действительно, согласно (2), (6),
с учетом равенства mesQδ(t) = 2dδ(t)h это отношение
можно записать в виде

p(x) =
Sy − 2t(x)h

√
ln(δ)

2t(x)h
√

ln(δ)
=

Sy

2t(x)h
√

ln(δ)
− 1, (7)

где Sy — площадь всего поля зрения X . Далее, пола-
гая, что функция t(x) в окрестности точки минимума
локально квадратична и заменяя ее на полином второй
степени вида t(x) = k1(x− xmin)2 + k2 , получим из (7)
аппроксимацию для p(x) , пропорциональную функции,
задающей распределение Коши

p(x) ≈ a

1 + (x−xmin)2
b2

(8)

с параметрами a , b и xmin , причем значение парамет-
ра xmin дает искомое положение фокуса.

Применим описанные здесь свойства для нахожде-
ния положения фокуса по набору изображений Λ(xn) ,
полученного с разными значениями x1, . . . , xN коорди-
наты пересечения плоскости изображения с оптической
осью, n = 1, . . . ,N .

Для практического нахождения положения фокуса
системы при сделанных предположениях для вычисле-
ния градиента ∇g0(i, j; t)) целесообразно использовать
фильтр Собела [17]. Результат фильтрации осуществ-
ляется применением двух операторов Собела:

Sx
n =


−1 0 1

−2 0 2

−1 0 1


 ∗Λ(xn),

Sy
n =


−1 −2 −1

0 0 0

1 2 1


 ∗Λ(xn).

(9)

Символ ∗ обозначает операцию свертки изображения
Λ(xn) с соответствующим оператором Собела. Постро-
им изображение

Sn(i, j) =
√

(Sx
n(i, j))2 + (Sy

n(i, j))2.

Значение этого изображения в точке (i, j) поля зрения
дает оценку градиента исходного изображения Λ(xn)
в этой же точке.

В получаемом изображении Sn наибольшую яркость
будут иметь точки, лежащие на границе объектов
на изображениях Λ(xn) . Далее преобразуем изобра-
жение Sn , нормируя его так, чтобы максимальная
яркость результата равнялась единице, и приводя его
к бинарному изображению Binn , в котором «белыми»

становятся пиксели, в которых яркость нормированного
изображения Sn превышает порог δ , и черными —
остальные. В результате каждое изображение Binn
будет содержать в себе bn «черных» пикселей и wn
«белых» пикселей. Каждому изображению Λ(xn) сопо-
ставим значение

p(xn) =
bn

wn
.

Согласно приведенным в начале этого параграфа сооб-
ражениям, зависимость p(xn) описывается распределе-
нием Коши (8).

Процесс поиска сфокусированного изображения (фо-
куса) из имеющейся дискретной серии цифровых изоб-
ражений {Λ(xn) , n = 1, . . . ,m} по набору значе-
ний p(xn) сводится к выбору параметров распределения
Коши (8), наилучшим образом приближающего зависи-
мость p(xn) , n = 1, . . . ,n .

На рис. 6 точками показаны значения p(xn) , полу-
ченные из экспериментальных данных с оптического
микроскопе IMSTAR PATHFINDER. Сплошная кривая
является графиком функции p(x) в (8) с парамет-
рами, подобранными методом наименьших квадратов.
По оси абсцисс расположены номера снимков: первый
снимок (на рис. 6 ему соответствует точка с номером
−25) — начальное положение микроскопа вдоль оп-
тической оси, пятидесятый снимок — конечное поло-
жение. Различия между экспериментальными данными
и графиком показывают расхождения реальных данных
с предложенной моделью.

Рис. 6. Значения p(xn) , полученные из эксперимен-
тальных данных с оптического микроскопа IMSTAR
PATHFINDER (точки) и их наилучшее приближение

мнк по формуле (8) (сплошная кривая)

Заключение

В настоящей работе был проведен анализ структуры
яркости изображения непрозрачных объектов, форми-
руемых расфокусируемой оптической системой, в зави-
симости от удаления положения оптической системы
от точки ее фокуса. На основе функции рассеяния
точки (1), полученной в [15], была введена функ-
ция, характеризующая близость оптической системы
к сфокусированному состоянию. Функция использует
суперпозицию операторов Собела (9) и операцию поро-
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говой бинаризации. Показано, что полученная функция
аппроксимируется распределением Коши. На наборе
экспериментальных изображений с различной степе-
нью фокусировки продемонстрировано хорошее согла-
сие используемых предположений с результатом экспе-
римента.

На основе полученного функционала становится
возможным построение метода нахождения фокуса оп-
тической системы, основывающегося на небольшом
наборе опорных захватов изображения с оптического
микроскопа и позволяющего производить автоматиче-
скую фокусировку оптического микроскопа за время,
меньшее, чем требуется для традиционных подходов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 14-07-00409а).
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An analysis of opaque objects in the problem of the optimization of the focusing of optical systems
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An urgent problem of the optimization of automated optical microscopy is considered. An approach is suggested
during which variations in the brightness of a Gaussian beam in microscope optics are analyzed. A discrete (digital)
model, which correlates with the continuous one, is introduced. An analytical approach to finding the maximum
of a discrete function that estimates the measure of optical system focusing is suggested; it is based on a discrete
model of Gaussian beam behavior and requires a much smaller number of optical microscope images, which speeds
up the process of the automated focusing of an optical microscope.
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