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基于计算机视觉的蔬菜中活菌总数快速检测

殷涌光，丁 筠※

（吉林大学生物与农业工程学院，长春 130025）

摘 要：为了开发一种蔬菜中活菌总数的快速检测系统，综合利用活体染色、计算机视觉、图像处理、人工神经网络等

技术。采用亚甲基蓝作为活体染色剂来区分活菌和死菌，用分辨率为 520 万像素的数字摄像机拍摄细菌内部的染色效果，

并确定了有效提取活菌图像的新算法。根据细菌的形态学特征选择偏心率、圆形度、矩形度等 8 个特征参数，作为人工

神经网络的输入向量来对细菌进行识别。该系统操作简单，且每个样品的检测时间少于 40 min，远远小于传统的平板计

数法的 48 h。其检测结果与平板计数法检测结果的相关性为 0.9987，且两者不存在显著性差异（T 检验，P＞0.05）。因

此该检测系统可以很好的适应农产品安全现场快速检测的要求。

关键词：计算机视觉，活菌总数，人工神经网络，数字图像处理，快速检测

doi：10.3969/j.issn.1002-6819.2009.07.045

中图分类号：TP391.41，TP242.6+2 文献标识码：A 文章编号：1002-6819(2009)-7-0249-06

殷涌光，丁 筠. 基于计算机视觉的蔬菜中活菌总数快速检测[J]. 农业工程学报，2009，25(7)：249－254.

Yin Yongguang, Ding Yun. Rapid method for enumeration of total viable bacteria in vegetables based on computer vision[J].

Transactions of the CSAE, 2009,25(7)：249－254.(in Chinese with English abstract)

0 引 言

自改革开放以来，中国的农业生产发展迅速，农产

品的产量迅速增长，既满足了国内市场的需求，又有相

当数量进入了国际市场。但近年来因微生物超标而造成

产品不合格的现象屡见不鲜，微生物超标已成为制约农

产品、食品出口创汇的主要因素之一。

近年来，在世界范围内由于食用受到细菌污染的蔬

菜而引发的食物中毒事件越来越多，使得蔬菜中微生物

指标的检测越来越受到国内外的普遍重视[1]。蔬菜等农产

品在种植、贮藏及销售过程中，可能污染上由肥料、土

壤、水源和动物甚至于人带有的某些致病菌。细菌总数

常常作为一项重要的卫生指标来指示其产品受到污染的

程度。然而，采用国标方法对样品中的活菌总数进行培

养计数[2]，检测周期长（培养 48 h），检测成本较高（消

耗培养基），准备过程复杂（培养皿的洗涤及灭菌，培养

基的制备及保存），很难适应最新提出的对农产品实行安

全现场监测的要求，尤其是对于新鲜的蔬菜、水果等即

食和易腐食品来说，过长的检测时间还会严重影响其销

售及出口的品质。

目前国内外研究较多的快速检测方法有阻抗检测

法[3-4]、放射测量法[5]、生物电化学方法[6-7]、微菌落法[8]、

ATP 生物发光法[9-12]和快速测试片法[13-14]。这些方法与平

板计数法相比，在准确度和检测速度方面都有了较大的

提高，但仍分别存在一些问题[15]。阻抗法的检测时间在
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几小时到十几小时之间，且成本昂贵，一般基层单位和

中小型食品厂目前还不能采用。生物电化学检测方法一

般用于液体样品的检测，其检测时间与菌液的浓度相关，

仅适用于菌液浓度较高的检验样品。微菌落法至少需要

3～5 h 才能进行计数，放射测量法需要 6～18 h，而且操

作繁琐。快速测试片法虽然简便、经济，但检测时间上

也至少需要 16～18 h。ATP 生物发光法是近年来发展较

快的一种快速检测方法，也是目前检测时间最短的检测

方法，15 min 可完成检测。但用 ATP 生物发光确定细菌

总数的准确程度依赖于从食品样品中细菌分离的效果和

试验前将样品本身消毒的程度。因此，此项技术对操作

人员的要求较高，给其应用及推广带来了一定的困难。

随着计算机成本的下降和运算速度的提高，基于计

算机视觉技术的农产品在线检测技术已得到了广泛的应

用[16-21]。本文综合利用计算机视觉、图像处理和活体染

色技术，提出了一种快速检测活菌总数的新方法，以期

成为一种经济、快速，适用于现场检测的实用方法。

1 材料与方法

1.1 试验装置

自行研制的活菌总数计算机视觉快速检测系统如图

1 所示。该系统由普通生物显微镜（XSP-8CA）；成都励

扬精密仪器有限公司 HPCCD(5)型的彩色数字 HPCCD 摄

像机（有效像素为 520 万）；2 台海顿 4k-05-027 型步进电

机及 2 个 DCM4010 型步进电机驱动器；单片机 AT89S51

芯片及控制板；及 1 台个人计算机组成。加上整套系统

的外壳的制作费用，初期购入费用约为 2 万元人民币。

2台步进电机分别安装在载物台的X轴方向和 Y轴方

向，用以推动载物台沿 X、Y 轴运动，其运动的方式由单

片机中的程序来控制。键盘的“上、下、左、右”键可
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以用来调整采集图片的起始位置，起始位置调整好后，

按下“Enter 键”即可开始自动采集图片过程。在载物台

运动过程中，计算机发送指令控制 HPCCD 数字摄像机对

显微镜中的呈像进行拍照。在进行采集图片的同时，计

算机对已拍摄的图片逐张进行图像处理及活菌的识别计

数。活菌总数快速检测系统软件系在 Microsoft Windows

操作系统平台下应用 Visual C++ 6.0 软件编制而成，单片

机程序系应用 Keil C 软件编制而成。由于本文必须采用

高分辨率（有效像素至少要 520 万）的摄像机才能满足

采像要求（拍摄出菌体内部的染色情况），为了降低成本，

选用不带开发包的国产教学用彩色数字 HPCCD 摄像机，

采用C++语言自行开发Direct show 接口来控制摄像机的

图像实时监控及图像采集功能。

图 1 活菌总数计算机视觉快速检测系统的硬件组成及连接方式

Fig.1 Hardware organization of the rapid automatic detection

system for total viable bacteria based on computer vision

1.2 试验材料

营养琼脂培养基：称取牛肉膏 3 g，蛋白胨 10 g，氯

化钠 5 g 依次放入烧杯中，加 1 000 mL 蒸馏水加热溶解；

加琼脂 16 g 溶化搅拌均匀并用氢氧化钠溶液调节 pH 值

至 7.0～7.2，趁热过滤分装后在 121℃，0.1 MPa 下灭菌

20 min，46 ℃水浴保温待用。

亚甲基蓝活体染色液（0.25 g/L）：称取亚甲基蓝

0.025 g，氯化钠 0.9 g，氯化钾 0.042 g，水合氯化钙

0.048 g，碳酸氢钠 0.02 g，葡萄糖 1 g 加入到 100 mL

蒸馏水中，混合溶解。

生理盐水：将 4.25 g 氯化钠溶于 500 mL 蒸馏水中，

制成 0.85%的生理盐水。

试验用检测样品主要来自当地农户及超市，其中包

括生菜、小白菜、黄瓜等新鲜蔬菜和胡萝卜等脱水蔬菜。

1.3 样品前处理

该种快速检测方法的前处理过程与国标中的平板计

数法的基本相同，对于固体样品都要将其粉碎后浸泡于

无菌生理盐水中，然后对 1 mL 无菌生理盐水中的细菌数

目进行检测。称取 25 g 蔬菜样品，加入到 175 mL 的灭菌

生理盐水中，粉碎并进行充分搅拌得待检液。去除影响

观察的大颗粒物质以利于显微镜镜检。由于绝大多数细

菌的实际大小在 0.5 ～5 m之间，因此选择孔径为 10 m

的滤膜过滤待检液。过滤后采用 50 mL 的无菌生理盐水

冲洗剩余在滤膜上的物质得到待检液，取 1 mL 采用快速

检测方法来计数。

1.4 染色和固定方法的确定

寻找能够有效区分活菌和死菌的染色方法和相应的

计算机算法是该检测系统能否准确计数的关键。在分析

化学中，亚甲基蓝常被用作氧化还原作用的指示剂。主

要是因为其在氧化环境中，溶液呈蓝色，而遇到还原剂

时，其溶液会变成无色。试验发现活菌细胞内存在活性

酶，亚甲基蓝溶液进入活菌细胞内就会在活性酶的作用

下被还原为无色，而死菌则不会将亚甲基蓝还原为无色，

因此进入死菌细胞内的亚甲基蓝溶液仍然为蓝色。同时，

亚甲基蓝是一种活体染色剂，它不会对菌体的生命活动

及活性产生影响。因此，确定选用亚甲基蓝作为该方法

的染色剂。同时为了能够拍摄出菌体内部的颜色，必须

要选用有效像素大于 500 万，清晰度大于 1600 线的摄像

机，普通的摄像机由于其采用插值法进行呈像，照片也

可以放的很大，但是其由于有效像素低，拍摄出来菌体

均为实心，反映不出菌体内部的颜色变化。

加入 0.1 mL 的亚甲基蓝染液（0.25 g/L）到 0.1 mL

的上述待检液中（1︰1），染色 2 min 后取出固定。由于

普通的加热固定法，会使细菌细胞失去活性，因此采用

风干法来固定。如图 2 所示为亚甲基蓝染色后采集的图

片。活菌内部为无色，而死菌内部为蓝色。

图 2 细菌原始图片一部分

Fig.2 A part of the original bacterial image

1.5 平板计数法对照

采用传统方法——平板计数法来检验该方法计数的

准确性。以无菌操作称取 25 g 样品置于盛有 225 mL 无菌

生理盐水的灭菌玻璃瓶，粉碎并混合均匀，制成 1︰10

的样品匀液。稀释样品匀液根据对样品污染情况的估计，

用无菌生理盐水将样品匀液制成一系列 10 倍递增的样品

稀释液，如 10-2，10-3 和 10-4……。按照国标的平板菌落

计数法[2]进行检测。

与平板计数法需要进行梯度稀释不同，该快速检测

方法不需要进行梯度稀释，因为该仪器的检出上限能够

达到 1×106 cfu·g-1（每张图片的检出上限为 3000 cfu×

每次检测采集 345 张图片），大多数检测样品的细菌总数

含量都在这个范围内，因此该方法可以有效避免因稀释

而造成的检测误差。

2 图像处理与神经网络预测

图像识别程序由 C++语言完成，由以下 5 个步骤组
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成：（1）图像分割；（2）消除噪声及目标提取；（3）填

充空心区域；（4）特征参数提取；（5）人工神经网络识

别。

2.1 图像分割

图像分割是把图像分割成若干特定的、具有独特性

质的区域并提取出感兴趣的目标的技术和过程。从该

HPCCD 数字摄像机获取的图像是由 R（红）、G（绿）、B

（蓝）分量表示的真彩色图像，因此首先要将其转化为

灰度图像，选择灰度图像的最大灰度值和最小灰度值的

平均值为初始阈值进行迭代阈值分割，从而得到二值图

像（图 3）。从图 3 可以看出分割后死菌呈实心连通区域，

而活菌呈空心连通区域，且产生的噪声较少。

图 3 分割效果图

Fig.3 Segmentation effect image

2.2 消除噪声及目标提取

在分割处理后，图像有时会产生杂散的噪声点。由

于绝大多数细菌的实际尺寸均在 0.5～5 m 之间，因此可

以采用小区域消除法和大区域消除法消去黑色连通区域

面积过大或者过小的物体。细菌图像经检测系统放大后，

采集到的图片上的细菌大小应该在 1.25～12.5 mm 之间。

因此可以去除黑色连通区域的面积大于 π×12.5×

12.5 mm2 或小于 π×1.25×1.25 mm2 的杂质颗粒，以提高

下面步骤的计算速度。

通过检测空心来去除死菌影响。对连通区域进行标

记，找出被标记的连通区域的 X 轴，Y 轴坐标的最大值

maxX ， maxY 和 最 小 值 minX ， minY ， 通 过 公 式

（
2

minmax XX 
，

2
minmax YY 

）计算出中心点坐标，通

过中心坐标及其周围 8 点的像素值之和来判断该连通区

域是否为空心。若这 9 点的像素值之和不为 0，说明该连

通区域中心 9 点至少存在一个白点，认为该连通区域是

空心的，反之为实心区域。将实心区域的像素值全部置

为 255（白色），消除实心区域，去除死菌影响，消除结

果如图 4 所示。

2.3 填充空心区域

为了准确提取圆形度等特征参数，首先要将空心进

行填充。填充空心区域采用的方法是对二值化后的图像

按照从左至右，从上至下的方法进行扫描，直到寻找到

第 1 个目标点（像素值为 0）。以找到的目标点为起始点

进行轮廓跟踪，仍采用“向右看”准则顺时针跟踪。当

跟踪回到起始点，且链码方向与起始点链码方向一致时，

跟踪结束。为防止重复跟踪及程序陷入死循环，把跟踪

后的区域都填充为灰色（像素值为 128），即完成单个细

胞的孔洞填充。当整幅图像扫描结束，把所有填充为灰

色的区域都填充为黑色（像素值为 0），这样就完成了整

幅图像的孔洞填充，且仍保持背景为白色，目标为黑色。

图 5 为填充后的图像。

图 4 实心连通区域的消除结果

Fig.4 Eliminated results of the solid connected regions

图 5 空心区域的填充效果图像

Fig.5 Filled effect image of the hollow centre connected regions

2.4 特征参数提取

根据细菌的形态学特征，选择面积、周长、圆形度、

偏心率、矩形度、最小外接矩形长度、最小外接矩形宽

度和最小外接矩形面积 8 个形态特征参数，来描述细菌

的形貌特征。对以上 8 个特征参数的描述如表 1 所示。

通过对所提取的图像进行分析，在提取大量菌体细胞的

形态特征参数的同时，还找出了大量非细菌个体并进行

了形态学的测量，以便去除干扰。采用基于像素点的测

量技术，提取连通区域的上述 8 个形态特征参数，部分

菌体和非菌体的特征提取结果如表 2 所示。

2.5 人工神经网络识别

误差反向传播的多层前向网络能够实现复杂的高度

非线形映射，适宜于复杂类模式的分类，故被选作本系

统的网络结构。采用 BP 神经网络的网络参数为：学习速

率为 0.01，动量参数为 0.9，期望误差小于 0.01。隐层

函数采用对数 sigmoid 函数，输出层传递函数采用线形传

递函数。网络分 3 层，以提取的 8 个特征参数为输入层

的神经元。输出层包含 1 个神经元，其中细菌的导师信

号是 1，非细菌的导师信号为 0。为使考虑问题不太复杂，

只选 1 个隐含层，设定不同的隐含层神经元数对神经网
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表 1 细菌的形态特征参数

Table 1 Eigenvalue of the bacteria shape

特征参数 描 述

面积（像素 2）
物体总尺寸的一个方便的度量，为边界内部（也包

括边界上）像素数目

周长（像素） 边界点数之和

圆形度 描绘一个区域与圆形接近的程度，4×π×面积/周长 2

长（像素） 最小外接矩形长度

宽（像素） 最小外接矩形宽度

偏心率 反应目标外形关于区域中心的对称程度，长/宽

矩形面积（像素 2） 最小外接矩形面积，长×宽

矩形度 反映物体对其外接矩形的充满程度，面积/矩形面积

表 2 部分菌体和非菌体的特征参数提取结果

Table 2 A part of feature parameters of some bacteria and

non-bacteria

标记 面积 周长 圆形度 长 宽 偏心率
矩形

面积
矩形度

导师

信号

1 167 46 0.9917 17 15 1.1333 255 0.6549 1

2 120 39 0.9914 13 12 1.0833 156 0.7692 1

3 326 65 0.9696 28 16 1.7500 448 0.7277 1

4 399 73 0.9409 27 19 1.4211 513 0.7778 1

5 264 59 0.9530 26 13 2.0000 338 0.7811 1

6 160 45 0.9928 16 15 1.0667 240 0.6667 1

7 133 41 0.9942 14 13 1.0769 182 0.7308 1

8 377 70 0.9668 28 17 1.6471 476 0.7920 1

9 403 74 0.9248 31 26 1.1923 806 0.5000 0

10 392 75 0.8757 34 13 2.6154 442 0.8869 0

11 322 67 0.9014 30 12 2.5000 360 0.8944 0

12 156 47 0.8874 19 14 1.3571 266 0.5865 0

13 133 43 0.9039 17 13 1.3077 221 0.6018 0

注：菌体的导师信号为 1；非菌体的导师信号为 0。

络进行测试。如表 3 所示，隐含层的单元数为 12 比较合

适，不仅收敛速度快，而且预测误差小。表 3 是不同结

构的人工神经网络的训练次数和经训练样本的学习率及

训练后对 50 个测试样本的均方根误差（RMSE）。RMSE

值越小，网络预测的准确度越高。

N

k

RMSE

N

i

Α




 1

2

（1）

式中： Ak = DP kk  ，kP ——网络预测输出值，kD ——

真实值（0 或 1），N——测试样本个数。

表 3 BP 神经网络的训练及判别精度

Table 3 Accuracy of identification and training for

BP neural network

隐含层数 隐含层神经元数 学习次数 样本学习率 RMSE

1 3 8 763 0.01 0.01975

1 6 7 655 0.01 0.01766

1 9 4 331 0.01 0.01691

1 12 3 106 0.01 0.01688

1 15 5 006 0.01 0.01706

1 18 2 600 0.01 0.01761

1 21 3 960 0.01 0.01703

由表 3 可见隐含层结构越大，训练速度越快，但预

测精度并未显著提高，而隐含层神经元越多，实际上运

算次数越多。因而结构为 8-12-1 的网络可选为进行细菌

识别的网络结构，因为此网络结构较小，准确度高，计

算机运行次数较少。

3 对比试验分析

3.1 相关性分析

选取 75 个不同的蔬菜样品作为对比试验的检验样

品，其中包括生菜、小白菜、黄瓜等新鲜蔬菜和胡萝卜

等脱水蔬菜。分别采用该快速检测方法和平板计数法进

行检测。对 2 组检测结果进行相关性分析，分析结果如

图 6 所示。由于采集的数据绝对值相差较大，因此 X 轴

的刻度范围也较大，使得较小的数据集中到一起看不清

楚，右下角小图的刻度范围为 0～500，可以清晰地展示

绝对值较小的检测结果。

由图 6 可以看出，使用两种方法的检测结果的相关

性为 0.9987，说明快速检测系统检测结果与平板计数法

检测结果相关性较好。但常规法需要 48 h，而快速检测

法最多只需要 40 min 即可完成。

图6 快速检测方法与平板计数法计数结果比较

Fig.6 Correlation of total viable bacteria counts determined by

Aerobic Plate Count(APC) and the rapid detection method

同时如图 6 所示，该快速法检测结果略高于平板法，

对所有的 75 组数据的快速法结果高出平板法结果的平均

值进行计算，计算公式为 



75

1
2

21

75

1

i
i

ii

X

XX
，其中 X1 为快

速法结果，X2 为平板法结果。结果表明，快速法比平板

法平均高出 12.08%的活菌总数，即快速法结果≈1.1208

×平板法结果。这是因为，细菌总数（Total bacteria，TB）

=可培养的细菌（Cultivable bacteria，CB）+ 有活性但不

可培养的细菌（Viable but not cultivable bacteria，VBNC）
[22], 传统的平板计数法计数结果是通过 48 h 的培养得到

的，为可培养的细菌数（CB）；而采用该快速法计数，计

算的是有活性的菌体个数（TB），不可培养但有活性的

（VBNC）细菌也会被亚甲基蓝染色和识别，系统会对其

计数，因此检测结果略高于平板法。
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从实际应用角度来看，这种略高于平板计数法的结

果不会影响其应用范围，因为该系统不会将不合格产品

误判为合格产品，这在微生物检测中是最为重要的。反

而会有利于提醒生产者在产品快要接近不合格时提高警

惕，尽快采取措施，遏制进一步的污染。

3.2 独立样本 T 检验

采用 SPSS 13.0 软件对上述 2 组数据进行独立样本 T

检验，分析结果如表 4 所示。

表 4 独立样本 T 检验

Table 4 T test for Independent samples

方差相等之 Levene 检验 均数相等 T 检验

均数之 95%可信区间
F 值 概率 P t 值 自由度 双侧概率 P' 均数之差 标准误差

下限 上限

假定方差相等 0.324 148 0.747 1872.720 5784.348 -9557.859 13303.299活菌总数

/cfu·g-1
假定方差不等

0.402 0.527
0.324 142 0.747 1872.720 5784.348 -9561.942 13307.382

由表 4 得 Levene 方差齐性检验 F=0.402，P=0.527＞

0.05，认为两样本方差相等；因此，进行方差齐性时的 T

检验，得 t =0.324，自由度 df =148，双侧概率 P'=0.747＞

0.05，说明用 2 种方法的检测结果的平均数不存在显著差

异，即认为该快速检测方法是可行的。

4 结 论

1）自行研制了一套蔬菜中活菌总数快速检测装置，

确定采用亚甲基蓝作为活体染色剂来区分活菌和死菌，

针对活菌与死菌的不同染色效果，确定了有效识别活菌

体的计算机算法。经过迭代阈值分割将图像二值化，使

得活菌体呈空心连通区域而死菌体呈实心连通区域；运

用大、小区域消除法消除噪声；通过判断单个连通区域

的中心点及其周围 8 点的像素值来去除死菌细胞的影响。

根据细菌的形态学特征选择的 8 个特征参数，作为人工

神经网络的输入向量来识别细菌细胞。整套活菌总数快

速检测系统软件系在 Visual C++ 6.0 开发平台下编制，并

使用该平台自行开发了 Direct show 接口来控制国产教学

用 HPCCD 数字摄像机进行实时显示图像及随时捕捉图

像。

2）该快速检测方法检测结果准确，与传统的平板计

数法的检测结果比较，其相关性高（R2 = 0.9987）；检测

结果不存在显著差异（T 检验，P＞0.05）；检测时间短，

平均一个样品的检测时间在 40 min 以内，远远少于传统

平板计数法的 48 h，可以很好地适应最新提出的对农产

品实行安全现场监测的要求，将其应用于新鲜蔬菜、水

果等保鲜时间短的农产品的活菌总数检测中有着很好的

前景。

3）该检测方法具有快速、简便、自动、经济的优点。

该方法的消耗品为亚甲基蓝染色液，且用量少，按照每

500 g 的市场售价为 150 元来计算，检测一个样品耗费

7.5×10-5 元，远远少于传统方法消耗培养基的费用及上述

几种快速检测方法的检测费用。此外，该设备操作简单，

对检测人员的知识水平要求低，只需其填入相关的产品

号等检测信息后系统即可自动完成检测，打印检测报表，

整个过程可在 40 min 内完成。
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Rapid method for enumeration of total viable bacteria in vegetables

based on computer vision

Yin Yongguang, Ding Yun
※

(College of Biological and Agricultural Engineering, Jilin University, Changchun 130025, China)

Abstract: In order to develop an automatic and rapid detection system for enumeration of total viable bacteria in

vegetables, viable staining technology, computer vision, image processing and artificial neural network were used. The

methylene blue was used as a vital stain agent to distinguish the viable bacteria from the non-viable bacteria, and the

CCD digital camera with 5 200 000 pixels was used to capture the staining effect within the bacteria. Moreover, a new

algorithm which could extract the viable bacterial images successfully was determined. According to the bacterial shape

features, eight feature parameters (eccentricity, circularity, rectangle degree, et al.) were selected to be the input vectors

of the artificial neural network in order to identify the bacteria. The proposed detection system was easy to operate. By

using this rapid detection system, total viable bacteria counts in samples could be accurately enumerated within 40 min,

which was much less than 48 h by using the traditional aerobic plate count method. Moreover, comparisons of detective

results of total bacteria counts by rapid automatic detection system and aerobic plate count method were made, they were

closely correlated (R2=0.9987). And the T test results also showed that there was no significant difference (P＞0.05)

between these two detection results. Therefore, the rapid detection system will greatly adapt to the requests of on-site

rapid detection technique for the safety of agricultural products.

Key words: computer vision, total viable bacteria, artificial neural networks, digital image processing, rapid detection


