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摘要:数字PCR仪是一种用于放大扩增特定的DNA片段的数字化仪器,针对电子摄像器件的

自动对焦问题,研究分析了已有的SOM神经网络自动对焦方案,提出改进方案—BP神经网络自动

对焦。它直接将SOM的输入和实际的焦点位置作为BP神经网络的输入和输出,省去原SOM 方

案中,先分类再与焦点矩阵对应的过程,节省了时间。实验结果表明BP神经网络自动对焦,具有较

好的精度,且对焦速度较快。相较于传统对焦方案,设计的自动对焦方案成功实现了对于生物芯片

的更快速的对焦。
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Abstract:ThedigitalPCRinstrumentisadigitalinstrumentforamplifyingandamplifyingspecificDNA
fragments.Theproblemstudiedinthispaperistheautofocusproblemofitselectronicimagingdevice.
BasedontheanalysisofexistingSOM neuralnetworkautofocusscheme,weproposeanimproved
scheme—BPneuralnetworkforautofocus.ItdirectlytakestheSOMinputandtheactualfocuspositionas
theinputandoutputoftheBPneuralnetwork,whicheliminatestheprocessofpriorclassificationandthen
correspondingtothefocusmatrixintheoriginalSOMscheme,savingtime.Theexperimentalresultsshow
thatthetraditionalautofocusmethodhasgoodfocusingeffect,butthespeedisslow,andtheuniversality
oftheBPneuralnetworkautofocusschemeisnotgoodenough,butwithinagoodaccuracyrange,the
speedisfaster.Comparedtotraditionalfocusingmethods,theautofocusschemedesignedinthispaper



successfullyachievesfasterfocusingspeedforbiochips.
Keywords:autofocus;BPneuralnetwork;functionoffocusedevaluation;focusingstrategy

微滴式数字PCR系统是在传统的PCR扩增前对样品进行微滴化处理,即将含有核酸分子的样品分成

数量巨大的微小液滴,其中每个微滴不含待检测核酸靶分子,或者含有一个至数个待检测核酸靶分子。经过

PCR扩增后,逐个对每个微滴进行检测(每个液滴依次通过激光焦点进行照射),然后根据泊松分布原理及阳

性微滴的个数与比例即可得出靶分子的起始拷贝数或者浓度。其内部使用基因芯片(生物芯片)作为载体。
目前关于基因芯片的检测手段主要有2种:1)利用电子摄像器件和计算机等而构成的基因芯片检测仪器。

2)利用激光共聚焦扫描成像原理开发研制的基因芯片检测仪。研究主要是前者的自动对焦问题。
在数字PCR仪检测系统中,一种类型是采用生物芯片固定在仪器内部,使用后再清洗,从而使得芯片可

以被再次使用的形式。该类型的仪器在最初被生产出来时,就经过校正调焦的过程,因此,不需要重复进行

调焦。而另一种则采用一次性生物芯片的数字PCR仪检测系统,每次进行扩增操作,都要进行对焦过程[1]。
随着计算机硬件和数字图像技术的飞速发展,图像的实时处理已经成为可能。因此,计算机通过镜头和

CCD/COMS采集到一系列的数字图像,对每一帧图像进行实时处理,判断对焦是否准确,成像是否清晰,并
给出反馈信号控制镜头的运动,直到采集到的图像符合使用要求,即完成自动对焦[2-3]。

国外早在70年代就开始了自动聚焦方面的理论研究。SubbaraoM 提出通过提取图像的边缘信息,并
分析其值选取合适的基准值进行对焦[4];Ren.C.Luo提出了直方图方差最大化法和能量最大值法[5]。这2
种方法后来依靠其较低的时间复杂度和不错的效果成为了比较通用的对焦评价函数之一;Vollath提出基于

统计学和自相关特征的聚焦评价函数[6];FirestoneL,CookK,CulpK等人提出了基于图像灰度直方图的

聚焦评价算法,它通过图像中的明亮像素乘以对数函数的方差而求得评价值,并且之后有人进行改进,引入

了加权灰度值概念,增加清晰度评价的准确度[7];到21世纪之后,随着计算机软硬件的发展,开始出现了使

用机器学习等新技术的自动聚焦算法。Saad,MicheleA等人于2010年提出了BLIINDS方法,这种方法使

用了离散余弦变换的统计数据[8]。
国内也有不少学者进行了相关理论研究。祝世平等人提出了基于灰度值高频谱和熵的聚焦评价算

法[9];王建民等人分析了对焦的各个阶段提出分段使用不同对焦算法的思路[10]。曹福生等人采用光电法来

进行自动聚焦[11];朱孔凤等人提出了新的对焦窗口选择方法,通过对局部小窗口的自适应门限挑选出图像

边缘的部分,并通过整体门限减少噪声的影响[12];周贤等人提出爬山算法的改进,它设置了随机的起点,从
而减少对焦步数[13-14]。

笔者提出了一种基于BP神经网络的自动对焦的方案。该方案是通过事先测量好焦点位置和不同位置

的聚焦评价值,经过BP神经网络进行训练获得稳定的映射,之后在对焦过程中,测量几个位置的聚焦评价值

后再输入神经网络进行计算,获得预先测量好的焦点位置;该方案直接将测量的聚焦评价值与焦点位置对应

起来,省去了查找耗时的过程,简化了训练操作过程。

1 自动对焦的基本技术

自动对焦技术有2个重要的技术点:图像聚焦清晰度的评价、聚焦搜索策略。

1.1 聚焦评价函数

当前,聚焦评价函数多达数十种,由于聚焦图像本身结构比较简单,为了提高对焦的速度,选择了灰度方

差Variance函数,基于灰度直方图的函数,基于导数的函数这3种算法作为聚焦评价函数。这3种评价函数

能较快的计算出评价值。经测试表明grayscalevariancefunction的精度和速度优于其他2种函数。且灰度

方差Variance函数作为聚焦评价函数,它具有时间复杂度低,评价值变化灵敏,函数曲线峰值明显等特点。
灰度方差函数计算图像像素中灰度级的变化,表示了图像中亮度(灰度)变化的平均程度,其中亮和暗像

素具有相同的影响。灰度变化的平均程度越大,图像越清楚,灰度变化平均程度越小,图像越不清楚。

AFVAR =
1

MN 􀰐x 􀰐y [g(x,y)-g]
2, (1)
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g=
1

MN􀰐x􀰐yg(x,y), (2)

其中:g 是图像的灰度平均值;x,y 表示图像二维矩阵中像素点的横纵坐标;AF 表示自动对焦。

1.2 SOM 神经网络的对焦策略

随着人工智能技术的逐渐成熟,神经网络,机器学习方法的广泛应用。一些研究人员把机器学习的方法

用于自动对焦[15]。通常,机器学习方法用于解决模式识别的问题,它可以对于输入和输出没有确定关系的

问题进行一个权值仿真,相比于传统方法省去了峰值搜索过程,可以更快的确定焦点位置。Chih-YungChen
等人提出了使用SOM神经网络进行对焦的方法[16]。SOM 神经网络是一种无指导,自动聚类的神经网络,
可以用于自动对焦中的焦点聚类问题。

1.2.1 SOM神经网络应用于自动对焦

如图1所示,透镜在对焦过程开始时从其初始位置出发。首先测量3个位置的对焦评价值,以便使用经

训练的神经网络来预测最佳聚焦位置。接下来(如图2所示),使用3个透镜位置s0,s1 和s2(即SOM 神经

网络的输入数据)的评价值来预测最佳聚焦位置s3(即期望输出)的候选。接着,透镜将移动到s3,然后返回

更准确地搜索到的最大聚焦值。最终,通过向后搜索可以容易地获得最佳聚焦位置sw。该方法可针对不同

位置的透镜,对物体进行对焦,但前提是SOM神经网络必须事先训练过这些位置。

图1 SOM神经网络应用于自动对焦

Fig.1 InitialpositionofautomaticfocusingbasedonSOMneuralnetwork

图2 SOM神经网络的自动对焦过程

Fig.2 AutomaticfocusingprocessofSOMneuralnetwork

1.2.2 SOM神经网络自动对焦效果的影响因素

对于一组输入,会有一个竞争层神经元竞争胜出,该过程可以看作是对于输入的分类。SOM 神经网络

的竞争层可以与一个分类矩阵一一对应,来获得分类结果。使用SOM 神经网络自动对焦的方法,是利用

SOM神经网络的分类功能,将输入的3个聚焦评价值进行分类,然后与焦点位置一一对应。分析其设计思

路,可以发现对聚焦效果受以下几个方面的影响:

1)训练样本的选取范围,数量。范围如果过小,数量过少,则覆盖情况不够全面,对焦效果相应会差一些。

2)SOM神经网络的结构。SOM神经网络竞争层如果过小,则神经网络不易收敛,误差也会变大。如果

过大,则计算量增加,训练时间过长。

3)对焦的过程。通常对焦过程是先进行分类,再与焦点矩阵对应,当焦点矩阵较大时,此过程存在查找

耗时的问题。
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2 基于BP神经网络的自动对焦的方案

笔者提出基于BP神经网络的自动对焦方案。该方案在对SOM神经网络分析的基础上,对对焦的过程

先进行分类,再与焦点矩阵对应,进一步对对焦过程查找耗时的问题做出改进。BP神经网络方案的特点在

于:它直接将SOM的输入和实际的焦点位置作为BP神经网络的输入和输出,省去原SOM 方案的先分类,
再与焦点矩阵对应的过程,节省时间。

2.1 基于BP神经网络的自动对焦

BP神经网络应用于自动对焦的关键点在于BP网络可以实现函数逼近的功能:用输入向量和相应的输

出向量训练一个网络,逼近一个函数[17](依据Kolrnogorov定理)。
笔者的改进方案是通过事先测量好焦点位置和不同位置的聚焦评价值,经过BP神经网络进行训练获得

稳定的映射,之后在对焦过程中,测量几个位置的聚焦评价值后再输入神经网络进行计算,获得预先测量好

的焦点位置。设计的BP神经网络结构,能有效的实现输入到输出的映射,达到了很好地映射效果。BP神经

网络应用于自动对焦的实施步骤如图3所示。

图3 BP神经网络应用于自动对焦的实施步骤

Fig.3 AutomaticfocusingprocessofBPneuralnetwork

整个步骤包括BP网络结构设计,BP网络训练步骤,自动对焦步骤。

1)BP网络结构

输入层为5个节点,隐含层为100个神经元,输出层为1个神经元。隐含层的激活函数为对数S形转移

函数(logsig),输出层的激活函数为线性函数(purelin),训练函数为梯度 下 降 函 数,采 用 Levenberg-
Marquardt(L-M)优化算法(trainlm)。迭代次数为1500次,学习率为0.01。根据数字PCR仪的使用环境,

输入层的5个输入参数分别为:参数1是位置为s0时的聚焦评价值,参数2是位置为s1时的聚焦评价值,参

数3是位置为s2时的聚焦评价值,参数4是平均灰度值,参数5是曝光时间。
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训练样本说明:为了增加对焦精度,使用100组样本进行训练,基于大数据量的训练使得对焦效果较好;
而且样本中包含曝光时间,亮度等图像信息,使得训练数据覆盖了聚焦清晰度评价的多个要素,对焦更准确。

输出层激活函数说明:输出层为坐标大于1,因此不使用非线性激活函数,故使用线性函数f(x)=x。

2)BP网络结构的训练步骤:
步骤1:选取100组不同长度的h,q(h,q如图4所示)组合,构成100个类别。

图4 对焦器件距离示意图

Fig.4 Thedistanceoffocusingdevice

步骤2:对于每组类别,选取固定位置的3个p0,p1,p2(这里选取的3个位置满足p0-p=p1-p0=p2

-p1=dis),测量其聚焦评价值作为s0,s1,s2,测量曝光时间t0,t1,t2,平均灰度值d0,d1,d2。
步骤3:计算s0,s1,s2的平均曝光时间t=(t0+t1+t2)/3,及平均灰度值d=(d0+d1+d2)/3。
步骤4:对于每组类别,测量其聚焦函数的图像,即移动镜片(改变p),测量其聚焦函数值,并找出其峰值

的位置p3,得到聚焦评价值s3。
步骤5:对于获得的100组s0,s1,s2,d,t,使用y = (x - min)/(max- min)(其中 min为x 的最小

值,max为x 的最大值,输入向量为x,归一化后的输出向量为y ,将min和max记录下来以便对焦时使用)
进行归一化,归一化后s0,s1,s2,d,t作为输入向量,p3为输出向量。

步骤6:将此100组数据作为输入进行训练。
步骤7:训练过程按照BP 网络训练步骤训练。
注:由于BP神经网络是多次不断反馈计算完成学习的,初始权值随机产生,可以不用设定,在学习的过

程中不断优化,最终得到最佳的权值。经测算用100组数据对BP网络进行训练是可以确保网络达到最佳

状态。

3)BP网络结构经训练后对焦流程(如图5所示)

图5 BP神经网络对焦步骤图

Fig.5 FocusingstepofBPneuralnetwork
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步骤1:驱动自动三维平台,使镜片移动到3个距离相等的位置(距离为训练时的距离dis),分别测得3
个位置的聚焦评价值ss0,ss1,ss2,曝光时间tt0,tt1,tt2,平均灰度值dd0,dd1,dd2。

步骤2:计算平均曝光时间tt=(tt0+tt1+tt2)/3,及平均灰度值dd=(dd0+dd1+dd2)/3。

步骤3:将ss0,ss1,ss2,tt,dd 经过归一化后(使用训练时的min,max)作为输入,经过神经网络计算到输

出层,(不用进行权值调整)得到输出层的值c,c即为焦点位置预测坐标。

步骤4:驱动自动三维平台将透镜移动到c处。

步骤5:记当前位置为n,从当前位置n 开始,将镜片向左和右分别移动3次相同的距离a,并测量聚焦

评价值。如果遇到比当前值大的位置,记为n。并重复本步骤5,直到2边评价值都比n 小为止。

2.2 BP神经网络应用于自动对焦过程的模拟

BP神经网络通过训练,直接将输入的评价值和焦点位置(步进电机移动步数)对应起来,从而省去的

SOM方法中的先分类,再对应的过程,节省了时间。

为进一步分析BP神经网络在自动对焦上的性能,使用训练数据进行仿真测试。训练数据做如下处理:

在原输入数据之上随机加减一个很小的值,如0.001。相当于获得原数据附近的数值,来模拟真实情况。

结果显示其误差在1以内,如图6所示,x 轴为归一化的输入,y 轴为期望值,设定为600-700之间的随

机数。*为期望的输出值(焦点位置),O为仿真结果(神经网络的输出)。从图中可以发现,*和 O重合度

较好。

图6 BP神经网络训练数据仿真图

Fig.6 TrainingdatasimulationofBPneuralnetwork

3 实验及分析

3.1 对焦窗口的选择

在对焦过程中,只有成像的主体在计算评价值的区域(对焦窗口)中,所占的比例足够大,对焦的精度才

有保证。在实际应用中,应当选择包含成像主体更多的区域,同时降低背景区域。研究中生物芯片的图像,

恰恰是成像主体所占的比重很小的情况。因此在选择对焦窗口时应选择有代表意义的区域。

实验的成像结果为图7所示图案,为便于对焦选择,需要对图像进行处理,进行指定区域的聚焦评价,

从而减少无效区域对聚焦评价结果的影响。具体方法为:对图像进行水平和垂直方向的灰度直方图统

计,由此可以得出需要检测的范围。如下图8所示,可以观察出对焦检测的区域为2个槽交叉的位置,从

而缩小了检测范围,减少了运算量,提升了速度。该方法适用于在图像还未对焦,但是图像基本轮廓可以

辨别时使用。
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图7 实验平台所用微流控生物芯片的相机拍摄图

Fig.7 Themicrofluidicbiochipusedintheexperimental

platformwasphotographedbyacamera

 
图8 对焦窗口选择结果

Fig.8 Focusingwindowselection

3.2 经典的爬山算法对焦结果

为了进行对比,进行了经典的爬山算法的实验,测试其对焦步数,并和神经网络算法进行对比。实验中

以5步为步进电机移动的步长,选择AFvar函数,从电机移动2500步之处,开始进行峰值搜索。搜索时,聚

焦评价曲线图自动绘制结果如图9所示:

图9 爬山算法聚焦评价曲线图

Fig.9 FocusingevaluationcurveofHill-climbing

通过图9以看出,AFvar算法的灵敏度较好,爬山算法可以较好地根据评价值进行“爬山”。且爬山算法

按照固定步长进行搜索,需电机移动物镜(或芯片)10余次才能找到峰值。相机在不同时刻采用利用爬山算

法进行对焦后成像结果如下图10所示:

由图10可以看出爬山算法的峰值搜索效果较好。在渐进搜索过程中,图像逐渐变得清晰,在焦点附近

时(如图(e),(f)),图像清晰度差别不大。
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图10 相机成像结果

Fig.10 Cameraimagingresults

3.3 神经网络对焦结果

根据BP神经网络对焦方案的设计,它仅需电机移动物镜(或芯片)3次即可对焦。本实验挑选2种生物

芯片和两种不同倍率物镜,在物镜和相机位置固定的情况下,进行神经网络的训练。根据对焦原理可知本实

验的焦点位置有2个。

经过手动测量,两种物镜的对焦位置分别为步进电机从原点移动2560步和2580步左右。即训练的输

出确定为2560和2580。选择AFvar函数作为聚焦评价函数。按照上文所述训练步骤经过训练后,按照对

焦步骤,测量以20步为步数差的3处聚焦评价值,以及当时的图像的平均灰度值,曝光时间,将这5个数据

作为输入。为了测试算法的稳定性,将上述对焦操作做了5组平行测试。作为对比,还进行了SOM 神经网

络对焦试验。SOM神经网络的输入层设置为10*10个结点,初始学习率为0.2,迭代次数为20,输入和BP
神经网络保持一致。经过实验,得出的结果如表1所示。

表1 神经网络测量数据计算结果

Table1 Calculationresultsofmeasurementdatabyneuralnetwork

组数 1 2 3 4 5

SOM神经网络计算结果 2580 2560 2580 2560 2560

BP神经网络计算结果 2576 2561 2580 2566 2581

手动测量的焦点步数 2580 2560 2580 2560 2580

由表1可以看出BP神经网络计算的值与期望值相比有一定的误差,误差最大可以达到6步左右。但是

误差尚在可以接受的范围内。而SOM神经网络计算的值和期望值一致的比例为4/5。由于SOM神经网络

在自动对焦中的主要作用是聚类,因此只要分类正确,其焦点位置必然是正确的。但是缺点是一旦分类错

误,就会得出其他的对焦位置,其误差就会较大。表1中的第5组SOM神经网络计算的误差达到20步。
下面展示BP神经网络方案误差最大的第4组(误差达到6步),其在测量过程中相机的显示画面(如图

11所示).(a)(b)(c)为测量3处评价值时的相机图像,(d)为BP神经网络计算值处的相机图像。根据光学成

像知识,当焦点对准某一物体时,不仅位于该点平面上的各点都可以看清楚,而且在此平面的上下一定厚度
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内,也能看得清楚。由图11(d)可以看出其图像较为清晰。

图11 BP神经网络第4组测量画面

Fig.11 Measurementphotoofgroup4byBPneuralnetwork

图12 SOM神经网络

第5组测量画面

Fig.12 Measurementphotoof

group5bySOMneuralnetwork

而SOM神经网络方案中,误差最大的第5组,其在计算出的步

数处的相机显示画面如图12示,由图12可以看出,它的清晰程度相

比图11(d)的图像较差。

3.4 对焦结果分析

通过对比,可以看出设计的BP神经网络对焦方案对焦速度最

快,对焦过程中电机移动次数为4次,虽然精度略低于手动对焦,但
是仍在准确范围内。而采用SOM 神经网络进行对焦,其对焦步数

也为4步,但是其计算步骤较BP方案复杂,因此速度低于BP方案。

SOM对焦方案的分类正确率尚可,但是对焦效果不够稳定。两种方

案均需要事先测量好所有可能的情况下的数据,并进行训练,所以应

用于数字PCR仪尚可,但是不适合相机画面经常变化的场景。相对

于BP神经网络的快速对焦(测量3处评价值即可对焦),爬山算法

对焦速度较慢,需要搜索10余步,且速度和步长大小有关系。

4 结 论

BP和SOM属于机器学习类自动对焦方案,因其需要训练固定

的聚焦评价值,所以适用于相机图像不经常变化的场景,本文所述PCR仪即属于此场景。爬山算法可以对

任意值的聚焦评价函数进行峰值搜索,因此可以适用于任意场景。综合对比3种对焦方案,提出的BP方案

在数字PCR仪上应用较为成功,对焦速度和对焦稳定性均较好。
由于BP神经网络对焦方案精度还有提升空间,且速度较快,而爬山算法速度慢,精度较高,所以后期研

究中考虑采取两者结合的方式,来达到一个较好地平衡。此外,由于BP和SOM2种方案均需要事先测

量好所有可能的情况下的数据,并进行训练,才能对训练过的情况进行对焦,不适合画面经常变化的场

景。因此下一步的研究方向为设计一种可自适应的算法或者神经网络,使其可以在多种场景下自学习或

自动搜索。
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