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基于颜色特征的酶标板孔菌液浑浊度与菌体生长情况研究
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摘　 要:为了快速检测酶标板培养孔菌体不同时期的生长情况ꎬ代替传统的微生物生

长中人工对菌体数量的测得从而对其生长情况判断的方法ꎻ通过对 ＪＭ０９ 菌株在加有

ＬＢ 液体培养基的酶标板中连续 ２４ ｈ 的培养ꎬ采用机器视觉的图像采集和图像处理

算法对酶标板孔培养孔的菌体颜色特征的每隔一个小时进行颜色特征值计算方法ꎻ
得到了菌体不同生长时期菌液浑浊度和颜色特征值的曲线变化关系ꎻ提出一种根据

菌体培养时菌液浑浊度变化和颜色特征值的关系对菌体数量及生长情况判断的

方法.
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０　 引　 言

微生物培养过程中ꎬ对微生物的生长情况及

数量变化进行检测是完成后续菌体的筛选和转移

的重要步骤.微生物生长中细胞数量的测定主要

有直接计数法(测定时需用细菌计数器或血球计

数板ꎬ本法仅适于单细胞的微生物类群)、比浊

法、稀释平板、计数法、液体稀释培养计数法、浓缩

法[１￣２] .传统的比较常见的比浊法是根据菌悬液的

透光量间接地测定细菌的数量.细菌悬浮液的浓

度在一定范围内与透光度成反比ꎬ与光密度成正

比ꎬ所以ꎬ可用利用分光光度计[３] 测定菌液ꎬ用光

密度(ＯＤ 值) [４] 表示样品菌液浓度ꎬ但这种种传

统方法需要外加分光光度计设备且不方便对酶标

板孔这种多孔板菌群浑浊度[５] 的自动检测进行

生长情况的判断ꎬ也无法满足微生物自动化批量

生产的需求.
基于上述情况ꎬ本研究提出一种新的对菌液

浓度的表示方法ꎬ利用图像检测方法[６] 提取到的

颜色特征值通过实验得到菌体生长期间数量变化

时菌液浑浊度的改变与颜色特征值的关系ꎬ为以

后对符合要求的菌体设定合适的阈值自动检测筛

选提供基础.

１　 酶标板培养孔菌液浑浊度的表示

由于菌体在生长周期里的繁殖和代谢ꎬ随着

菌体培养时间的增加ꎬ菌体数量也将不断增加ꎬ培
养基菌液出现不同程度的浑浊ꎬ这时菌液的颜色

值也将出现明显差异.利用采集到的酶标板图像

所记录的每个培养孔区域像素点颜色值ꎬ计算每

一时刻各个培养孔区域的颜色平均值ꎬ不同时期

这些培养孔区域颜色特征值将发生变化改变.将
不同时期菌液的浑浊度转化为颜色特征值表示ꎬ
通过颜色特征值的变化对培养孔菌群生长情况进

行判断.
故对培养孔菌液浑浊度检测的关键就是培养

孔区域颜色特征值的计算ꎬ通过图像处理算法定

位到每个培养孔的实际圆心位置以及选取每一个

圆孔区域.提取的每个孔位区域保留了原有孔位

区域的 Ｈ、Ｓ、Ｖ 三通道颜色值ꎬ每个像素点都对应

一个 Ｈ 值、Ｓ 值、Ｖ 值ꎬ不同浑浊度液体的 ＨＳＶ 颜

色值都不同ꎬ本次研究采用提取每个截取培养孔

圆形区域的 ＨＳＶ 三通道[７￣８] 平均值作为浑浊度

表示.

２　 酶标板培养孔颜色特征提取

考虑到环境中光线条件的影响ꎬ物体本身的

颜色会发生变化ꎬ具体到本研究的具体做法是在

普通摄像头采集酶标板区域图像时ꎬ将酶标板放

在一块均匀的 Ｌｅｄ 灯板上ꎬ使酶标板孔受到均匀

的光照这样可以减少光线等环境因素带来颜色特

征值计算的误差.
２.１ 酶标板孔位区域选取

由于不同时期菌液的浑浊度由颜色特征

值[９]表示ꎬ培养孔的颜色特征值计算的准确度关

系到浑浊度表示的准确性ꎬ因此为保证计算的精

确程度对于培养孔区域的选取设计了两种方案.
方案一:直接采用像素和实际尺寸的比例关系ꎬ计
算培养孔的内径及圆心位置ꎬ以此来获取最大内

接圆形区域ꎬ计算每一个孔位区域的 Ｈ、Ｖ、Ｓ 颜色

平均值ꎬ如图 １ 的(ａ)图所示.根据实际实验情况

结合摄像头的成像原理ꎬ采集到的图像会发生一

定程度畸变ꎬ会使酶标板的孔位发生轻微变形ꎬ且
酶标板孔外侧孔壁具有边缘效应ꎬ即靠近外侧孔

壁的部分会发生颜色偏差ꎬ如采用方案一会造成

实际圆心位置与图像上的孔位不一致ꎬ因此这样

选取的培养孔颜色判定区域会包含非培养孔区域

和培养孔孔壁区域ꎬ对颜色计算结果造成比较大

的误差ꎬ所以本实验在之前方案的基础上提出基

于实际尺寸计算的圆心坐标ꎬ给每一个圆心坐标

设置一定的偏差ꎬ由于酶标板和摄像头相对位置

固定ꎬ孔位偏差是固定ꎬ偏差值 Δｘ 和 Δｙ 通过多

次实验合理给出ꎬ得到调整后的培养孔圆形选取

区域圆心坐标
ｘｃｅｎｔｅｒꎬ调整后 ＝ ｘｃｅｎｔｅｒꎬ实际值＋Δｘ
ｙｃｅｎｔｅｒꎬ调整后 ＝ ｙｃｅｎｔｅｒꎬ实际值＋Δｙ{ ꎬ酶标板

孔位区域选取的方案二采用上述圆心纠偏和半径

调整的方法ꎬ如图 １(ｂ)所示.
２.２　 培养孔颜色值计算实验结果分析

采用这两种方案分别在酶标板培养孔中滴入

等量同种颜色进行实验ꎬ并进行多组不同颜色的

实验对照ꎬ分别计算代表酶标板 ９６ 个孔位区域的

１７
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Ｈ、Ｖ、Ｓ 颜色分量平均值.选取其中三组不同颜色

分别采用两种方案的的 ９６ 孔位的三个颜色分量

平均值标准差得到的实验误差如表 １ 所示.

图 １　 酶标板培养孔颜色特征提取实验方案

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ ｃｏｌｏｒ ｆｅａｔｕｒｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｌａｔｅ

表 １　 酶标板培养孔 ＨＳＶ 颜色特征提取误差分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｒｒｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒ ｆｅａｔｕｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＨＳＶ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｌａｔｅ

Ｈ 颜色分量 Ｓ 颜色分量 Ｖ 颜色分量

方案一 １.９４ １.５２ ０.９８
方案二 ０.５６ １.０４ ０.９０
方案一 ２.２４ ２.４４ １.３８
方案二 １.５２ １.８３ １.３０
方案一 ２.５７ ４.７２ １.７０
方案二 ０.８７ ３.０２ １.５９

对比上述实验结果ꎬ对酶标板培养孔孔位为

同一颜色采用方案一和方案二进行不同组的实验

结果来看ꎬ方案二计算酶标板培养孔的颜色的

ＨＳＶ 平均值标准误差较方案一出现明显降低ꎬ平
均值波动更小ꎬ有效降低颜色特征提取的误差.

３　 酶标板孔菌体培养实验

本次菌体培养实验采用了 ＪＭ０９ 菌株和 ＬＢ
液体培养基ꎬ实验开始在无菌酶标板的 １ ~ ６ 列加

入 １９６ μＬ 培养基和 ４ μＬ 菌体ꎬ７ ~ １２ 列只加入

２００ μＬ ＬＢ 液体培养作为对照观察ꎬ将酶标板放

在设定温度为 ３６.７ ℃的恒温培养箱中进行培养

观察.使用摄像头进行进行每间隔 １ ｈ 在 Ｌｅｄ 灯板

上采集一次酶标板板孔菌体的图像信息.由于采

集的图片均在光照比较强的白光上采集ꎬ对于人

眼观察和图像显示容易观察出细微的浑浊度变化

带来的颜色改变ꎬ故对所采集的图片进行了伽玛

校正(Ｇａｍｍａ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ)ꎬ所谓 Ｇａｍｍａ 校正就是

对输入图像灰度值进行的非线性操作ꎬ使输出图

像灰度值与输入图像灰度值呈指数关系ꎬ将灰度

过高或者灰度过低的图片进行修正ꎬ增强对比度ꎬ
这样有助于观察.图 ２ 为展示了 ０、３、１２ 和 ２４ ｈ 采

集到的酶标板菌体生长过程图ꎬ所示图片为经过

了 Ｇａｍｍａ 校正后的图像.通过观察菌体生长不同

时期培养孔菌液浑浊度的变化带来了较明显的颜

色差异ꎬ也给利用颜色特征值进行菌体生长情况

的判断提供了依据.

图 ２　 菌体生长不同时间采集的酶标板图像

Ｆｉｇ.２　 Ｉｍａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｐｌａｔｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ

通过对摄像头采集的 ２４ ｈ 的酶标板图像利

用上述酶标板培养孔颜色特征提取的方案二计算

酶标板 １ ~ ６ 列菌体培养孔培菌液每个时期的三

２７
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通道颜色平均值ꎬ在 ＭＡＴＬＡＢ 中对得到的不同时

期的 ＨＳＶ 三通道颜色平均值进行正弦类函数的

曲线拟合ꎬ得到不同生长时期颜色变化的曲线.图
３ 分别为不同时期酶标板酶标板培养孔菌体的

Ｈ、Ｓ、Ｖ 颜色通道平均值曲线分布图.

图 ３　 不同时间段酶标板培养孔菌体

三通道颜色平均值分布图

Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ￣ｃｈａｎｎｅｌ ｃｏｌｏｒ ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｚｏｎｅｓ

通过不同时期的三颜色通道分布图可以看出

该菌体不同生长时期浑浊度的不同带来的 ＨＳＶ
颜色平均值的变化满足一定的曲线变化规律ꎬ也
符合菌体繁殖生长所经历的的迟缓期ꎬ对数期ꎬ稳
定期三个时期的变化.能给客观的通过颜色特征

值的改变的反应培养孔菌体不同生长时期菌体数

量的变化ꎬ能为菌体生长情况的筛选提供依据.

４　 结　 论

本方法利用摄像头输入的酶标板目标图像的

图像处理方法ꎬ通过实验菌体的培养ꎬ根据菌体生

长时菌液的浑浊度变化计算了不同时期每个培养

孔区域的 ＨＳＶ 颜色平均值ꎬ为酶标板孔菌群浑浊

度的检测提供了一种新的方法ꎬ为后续通过机器

视觉对酶标板孔培养孔生长状况符合要求的细菌

的筛选提供了一种依据.此外ꎬ如果要更好的将此

识别系统应用于微生物自动化生产实践中ꎬ还需

要更多更精确的菌体培养实验得到不同菌体不同

生长时期菌液与颜色特征值的关系曲线ꎬ获得线

性关系ꎬ为菌体筛选提供更为准确的数据.
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