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基于图像处理的圆褐固氮菌浓度快速检测方法
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　　【摘要】　提出了一种利用图像处理技术快速检测圆褐固氮菌浓度的方法。通过对圆褐固氮菌微视图像的采

集、预处理、分割和特征提取，运用支持向量机（ＳＶＭ）进行识别、分类和计数，获取圆褐固氮菌的浓度，实现了圆褐

固氮菌活性的快速检测。该方法检测精度较高，与精确的人工计数相比，其相对误差小于 ４％，但比人工计数省时

省力；与专用检测设备相比，其检测成本低。
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　　引言

传统的农业施肥方式是在土壤中施加化肥，以

满足农作物生长的需要。这种施肥方式不仅成本

高、利用率低、肥效短，而且还会对环境产生负面影

响，如造成土壤板结、水源污染等
［１～４］

。绿色农业是

现代农业的发展趋势，农作物的生长过程要对环境

友好，利于环境的可持续发展
［５］
。微生物施肥方式

能够弥补传统农业施肥方式的不足，符合现代绿色

农业的发展要求。

农作物的生长需要大量的氮元素
［６］
，圆褐固氮

菌广泛存在于土壤中，是一种可以固定空气中氮气

的生物固氮菌
［７］
。这种微生物肥料不仅能为农作

物的生长提供充足的氮源，而且操作方便、成本低、

时效长、对环境友好，是取代传统氮肥的良好方式。

充分掌握圆褐固氮菌的繁殖活性，才能更好地

实现圆褐固氮菌的良好应用，在不同环境条件下圆

褐固氮菌的浓度成为一项必要的检测指标。本文运

用图像处理技术和支持向量机（ＳＶＭ）识别技术实
现圆褐固氮菌的自动识别计数，弥补目前微生物繁

殖活性检测常用方法的不足。

１　常用检测方法比较

目前检测微生物繁殖活性的常用方法有显微镜



人工计数法、平板稀释法、流式细胞术和比浊法

等
［８］
。这些方法不仅耗时长、枯燥、工作量大，而且

设备仪器昂贵、人为主观误差大，不便于推广使用。

表１为常用检测方法比较。

表 １　常用检测方法比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｍｍｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

检测方法 检测成本 检测时间 检测精度

比浊法［９］ 中 耗时长 低

平板菌落计数法［９］ 低 耗时长且检测过程枯燥 低

放射测量法［１０］ 中 耗时长且操作复杂 中等

阻抗检测法［１１］ 高 用时短 中等

流式细胞术［９］ 高 用时短 高

显微镜人工计数法 低
耗时长且检测

过程枯燥

精度高但有

人为误差

２　圆褐固氮菌浓度检测方法

基于图像处理的圆褐固氮菌浓度快速检测方法

包括圆褐固氮菌样本培养、图像处理、模式识别和圆

褐固氮菌浓度检测 ４部分，检测方法流程如图 １所
示。

图 １　检测方法流程图

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
　
通过圆褐固氮菌样本培养实验获得不同浓度的

圆褐固氮菌溶液，获取检测圆褐固氮菌浓度所需的

原始样本。实验培养的圆褐固氮菌样本，在一定量

的稀释倍数下，制作载玻片标本。

图像处理由图像采集、图像预处理和图像分割

３部分组成。由显微镜 ＣＣＤ摄像机采集载玻片染
色区域的圆褐固氮菌显微图像，由于圆褐固氮菌和

背景灰度差别小，且含有较多外部噪声，需要通过相

应的图像预处理过程来提高图像质量，区分圆褐固

氮菌、干扰和背景信息。图像预处理操作由背景校

正、滤波、灰度增强来完成。显微图像经过预处理操

作后，利用二维自适应阈值分割算法进行图像分割，

得到其二值图像。

模式识别由特征参数提取、支持向量机识别计

数组成。根据细菌形态学特征，本文在二值图像填

充的基础上提取了６种形态特征参数作为支持向量
机的输入参数向量。图像处理后的二值图像中往往

存在一些非生物物质类和少数圆褐固氮菌相连或交

叉的情况。这些情况的存在，会影响计数的精度，为

了排除这些干扰，采用支持向量机分类的原理，将显

微图像中的目标分为３类，进行识别计数。
在支持向量机对圆褐固氮菌识别计数的基础

上，将计数结果换算成圆褐固氮菌的菌液浓度，实现

圆褐固氮菌浓度快速检测。

３　圆褐固氮菌样本培养

３１　检测样本材料
圆褐固氮菌由广东省微生物研究所微生物菌种

保藏中心提供。所用固氮菌培养基成分为：ＫＨ２ＰＯ４
０２ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０８ｇ，琼脂１５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０２ｇ，
ＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ０１ｇ，ＦｅＣｌ３微量，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ微
量，酵母膏０５ｇ，甘露醇２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ（ｐＨ
值７２）。

实验采用 ＸＳＰ ６３Ｘ型显微镜系统（上海永亨
光学仪器制造有限公司），含 ＣＣＤ摄像机、单人无菌
操作平台、恒温振荡培养箱、图像采集卡和微型计算

机。微型计算机硬件配置为：２ＧＢ内存，ＣＰＵ主频
２６６ＧＨｚ。软件运行平台 Ｍａｔｌａｂ７０。
３２　检测样本培养

圆褐固氮菌培养基（ｐＨ值为 ７２）置于编号为
１～１０的洁净试管中，每支试管注入５ｍＬ，在高压灭
菌锅中灭菌处理。用无菌接种环将圆褐固氮菌分别

接种到灭菌后的２～１０号试管中，放入恒温振荡培
养箱中，在温度为３０℃、转速为 ２００ｒ／ｍｉｎ时进行增
菌培养。

将上述 ２～１０号试管每隔 ３０ｍｉｎ从恒温振荡
培养箱中依次取出，分别与 ４５ｍＬ蒸馏水混合均匀
稀释，未接种圆褐固氮菌的 １号试管中培养基也用
４５ｍＬ蒸馏水混合均匀稀释，１～１０号试管稀释后的
菌液，分别取００５ｍＬ滴于载玻片上，涂匀１０ｍｍ×
１０ｍｍ大小区域，自然晾干，然后用革兰氏染色试剂
染色处理，用于镜检采集图像。

４　圆褐固氮菌浓度检测

４１　图像处理
４１１　采集检测图像

将上述染色处理后的载玻片放置在显微镜载物

５７１第 １０期　　　　　　　　　　　　张荣标 等：基于图像处理的圆褐固氮菌浓度快速检测方法



台上，先用低倍镜观察，找到目标区域，然后换用高

倍镜观察，通过 ＣＣＤ摄像机采集圆褐固氮菌显微镜
下的图像，经图像采集卡传至微型计算机。ＣＣＤ采
集的显微图像如图２所示。
４１２　图像预处理与分割

ＣＣＤ摄像机采集的圆褐固氮菌显微图像存在
各种背景噪声，不能直接用于图像分割，要进行预处

理操作。

首先，为了补偿不平衡的背景强度及不平衡光

照引起的图像不规则，对图像进行背景校正。其次，

对图像进行滤波操作，主要减小热电子噪声、图像采

集过程中环境的扰动以及采样、量化、传输在图像中

产生的噪声和其他干扰影响。

然后采用二维自适应阈值分割算法
［１２］
分割，该

分割算法得到的圆褐固氮菌二值图像失真度低，边

缘平滑，毛刺少，灰度低的细节部分仍然被保留下

来。二值化后的图像中可能存在中空区域，为了更

好的提取目标特征参数，需要先把中空区域填充完

整。中空区域的填充是采用扫描方式实现的
［１３］
。

二维自适应阈值分割算法分割处理后的图像如图 ３
所示。

图 ２　ＣＣＤ采集的

显微图像

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ｉｍａｇｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＣＣＤ

图 ３　分割处理

后的图像

Ｆｉｇ．３　Ｉｍａｇｅａｆｔｅｒ

ｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

４２　模式识别
４２１　特征提取

根据细菌形态学特征，选择面积、周长、圆形度、

最小外接矩形长轴、最小外接矩形短轴、矩形度６个
形态特征参数，来描述圆褐固氮菌的形态特征。以

像素点作为测量单位，面积是目标物体边界内（包

括边界）的像素点数；周长是目标物体边界的像素

点数；圆形度描述一个区域与圆形接近的程度，即

４πＳ／Ａ２，Ｓ和 Ａ分别表示面积和周长；最小外接矩形

长、短轴是指能包围目标物体的面积最小的矩形长、

短轴的像素点数；矩形度反映物体对其最小外接矩

形的充满程度，用目标物体面积和矩形面积的比值

表示。目标物体边界提取算法详见文献［１４～１５］。

４２２　支持向量机识别计数
基于支持向量机分类原理，研究了一种根据目

标物体形态参数对目标物分类的方法。本研究中，

将圆褐固氮菌菌液充分稀释，采集到的显微图像很

少出现有多个细菌堆积在一起的现象，所以分为

３类：非生物物质类、单细菌类和双细菌类。将非生
物物质类标定为０、单细菌类标定为 １、双细菌类标
定为２。

从已获得的圆褐固氮菌图像中分别提取 ８０个
单圆褐固氮菌图像、２０个相连接的圆褐固氮菌图像
和２０个各种非生物物质类干扰物的图像作为训练
样本，分别获取其面积、周长、圆形度、矩形度、最小

外接矩形长轴和短轴作为支持向量机的输入参数，

进行训练。训练完成后，把待识别的圆褐固氮菌图

像各目标物体的形态特征参数作为支持向量机的输

入参数向量，对其进行分类识别并计数。支持向量

机计数结果为

Ｄ＝∑
２

ｉ＝０
Ｔｉ （１）

Ｔ０、Ｔ１、Ｔ２分别为非生物物质类、单细菌类、双
细菌类样本数。

图 ４　支持向量机的分类识别计数模型

Ｆｉｇ．４　ＣｏｕｎｔｉｎｇａｎｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆＳＶＭ

支持向量机分类识别计数模型如图４所示。示
例图像中部分圆褐固氮菌的特征参数和支持向量机

的识别结果如表 ２所示。其中标记 １、２、４、１３、１４、
２１和２３的目标物为单个圆褐固氮菌，类型设定为
１；标记２２的目标物为 ２个交叉或相连的圆褐固氮
菌，类型设定为 ２；标记 ５和 １８的目标物为杂质或
水泡，类型设定为 ０。每次取载玻片不同染色区域
（染色边沿区域不可取）的 ４幅图像进行识别计数
取均值，避免取单幅图像出现随机误差，为了验证支

持向量机分类识别计数方法的可重复性，对每个载

玻片作了 Ａ、Ｂ、Ｃ共３组重复实验，并与显微镜人工
计数作对比。数据记录如表３所示。
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表 ２　圆褐固氮菌的特征参数和支持向量机的识别结果

Ｔａｂ．２　ＰａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＡｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＶＭ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

标记 面积／像素 周长／像素 圆形度 长轴／像素 短轴／像素 矩形度 类型

１ １０９ ３２ １３３７１ １５１３４６ ７２７２１ ０９９０３６ １

２ １１８ ３３ １３６１２ １４９２３０ ７９７４０ ０９９１６０ １

４ １９８ ４８ １０７９４ ２１２８４０ ９５０９７ ０９７８２４ １

５ ２８ １７ １２１６９ ８５８８６ ３６０６４ ０９０３９９ ０

１３ １２７ ３９ １０４８７ １８８３２０ ６８０１４ ０９９１５３ １

１４ １６５ ４２ １７４８３ １４０３１６ １１８９１０ ０９８８９１ １

１８ １４０ ４０ １０９９０ １９１６３８ ７３７０５ ０９９１１７ ０

２１ ３０６ ６０ １０６７６ ２４４０７２ １２６６５１ ０９８９９１ １

２２ ４０６ ８４ ０７２２７ ２９３２９４ １８８５２７ ０７３４２６ ２

２３ １１２ ４０ ０８９７２ １２８０１０ ８８５６３ ０９８７９２ １

表 ３　ＳＶＭ 计数和人工计数结果

Ｔａｂ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳＶＭ ａｎｄｍａｎｕａｌｃｏｕｎｔｉｎｇ

组别 项目
试管编号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

ＳＶＭ计数个数／个 ０ １２ ２０ ２８ ４１ ４８ ５６ ６３ ７４ ８２

人工计数个数／个 ０ １２ ２０ ２９ ４１ ４７ ５５ ６１ ７３ ８０

Ａ 相对误差／％ ０ ０ ０ ３４５ ０ ２１３ １８２ ３２８ １３７ ２５０

ＳＶＭ计数时间／ｓ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３

人工计数时间／ｍｉｎ ２ ４ ７ １０ １７ ２２ ２４ ２７ ２６ ２９

ＳＶＭ计数个数／个 ０ １２ ２０ ２８ ４１ ４６ ５５ ６２ ７３ ８２

人工计数个数／个 ０ １２ ２０ ２８ ４２ ４５ ５６ ６１ ７３ ８１

Ｂ 相对误差／％ ０ ０ ０ ０ ２３８ ２２２ １８２ １６３ ０ １２３

ＳＶＭ计数时间／ｓ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３

人工计数时间／ｍｉｎ ２ ３ ７ ９ ２３ ２２ ２９ ３０ ３５ ３２

ＳＶＭ计数个数／个 ０ １２ ２０ ２７ ４２ ４７ ５６ ６３ ７３ ７７

人工计数个数／个 ０ １２ ２０ ２８ ４１ ４６ ５５ ６２ ７３ ８０

Ｃ 相对误差／％ ０ ０ ０ ３５７ ２４４ ２１７ １８２ １６１ ０ ３７５

ＳＶＭ计数时间／ｓ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３

人工计数时间／ｍｉｎ ３ ５ ６ １１ １５ ２４ ２４ ３２ ３８ ３１

４３　计数结果换算
每次制作载玻片所取液体为 ００５ｍＬ，均匀涂

抹于载玻片 １０ｍｍ×１０ｍｍ大小区域，在 １００倍物
镜放大倍数情况下，采集１０００幅图像可以将载玻片
涂片区域遍历一次（显微镜厂家提供数据），以表３中
Ａ组支持向量机识别计数数据为依据，计数结果换
算菌液浓度公式为

Ｃ＝１０００
００５

ＤＭ （２）

式中　Ｃ———换算后的菌液浓度
Ｄ———支持向量机的计数结果
Ｍ———菌液的稀释倍数

换算结果如表４所示。圆褐固氮菌的浓度数据
反映了圆褐固氮菌的活性信息，浓度越高，繁殖活性

越强；反之繁殖活性越差。

５　分析与讨论

支持向量机输出结果求和计数，方便精确地计

算出圆褐固氮菌的数目。表２中部分目标物的特征
参数和支持向量机识别结果可以看出，支持向量机

识别结果与标定情况完全相符。由表３数据可以看
出，Ａ、Ｂ、Ｃ３组 ＳＶＭ计数结果和显微镜人工计数结
果基本吻合，相对误差均小于 ４％。误差的产生是
由于少数形态变异的圆褐固氮菌误识别为杂质或两

个相连的圆褐固氮菌所造成。

显微镜人工计数方法需要几分钟甚至几十分

钟，而本检测方法只需在程序上运行 ３ｓ就可以得
出计数结果，大大节省了时间和人力。与表 １所示
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　　 表 ４　经过换算后的圆褐固氮菌浓度

Ｔａｂ．４　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍａｆｔｅｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

试管编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

浓度／个·ｍＬ－１ ０ ２４×１０５ ４０×１０５ ５６×１０５ ８２×１０５ ９６×１０５ １１２×１０６ １２６×１０６ １４８×１０６ １６４×１０６

的现有检测方法相比，本文方法检测成本低、检测时

间短、检测精度高。

６　结论

（１）利用图像处理和支持向量机识别计数，获
得微生物施肥检测所需的浓度信息，与精确的人工

计数相比相对误差小于 ４％，能够满足农业微生物
施肥检测的精度要求。

（２）本检测方法操作简单、快速、节省人力、检
测成本低，是能够由支持向量机程序完成计数的检

测方法。自动化程度高，能满足农业微生物施肥检

测快速、成本低、简便易行的需求。
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