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基于高光谱技术的酸奶中常见致病菌的快速鉴别及计数
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酸奶是一种发酵型乳制品饮料!因其特殊的功能性和良好的口感而广受欢迎#但由于商业链的不

正当运行!如奶源非法获取"灭菌不充分等原因!导致酸奶中致病菌大量滋生!酸奶中毒事件频繁发生#酸

奶中常见的致病菌主要有大肠杆菌"金黄色葡萄球菌和沙门氏菌!这三种致病菌由人体摄入并达到一定的

数量时会产生腹痛"腹泻等严重的消化道疾病!并且会破坏人体肠道内的正常菌群平衡!因此国标对奶制品

中这三种致病菌的数量已有明确的限量规定#由于酸奶的主要消费对象为老人和小孩!故其潜在危害不容

小觑#传统菌落检测方法虽具有简单!灵敏"可操作性强等优点!但当不同菌落混杂在一起时无法同时进行

定性定量的检测!且具有试剂成本高!检测周期长!人为因素影响较大等缺点#因此开发一种快速"简单"

准确的混合鉴定计数方法为避免致病菌对酸奶的潜在危害提供了有效的途径#高光谱技术同时包含样本的

光谱信息与图像信息!既能够根据化学组分的微小变化进行精确识别%光谱信息&!又能够反映出菌株在外

部多层次的变化%图像信息&#因此该研究尝试对比高光谱图像技术和光谱技术!采用模式识别的方法!对比

不同的模型识别结果!优选出最佳识别率的识别模型作为计数模型!最后通过最佳鉴别计数模型的识别分

类结果来达到对酸奶中常见致病菌鉴定计数的目的#首先!购买酸奶中常见的乳酸菌种%保加利亚乳杆菌"

嗜热链球菌"嗜酸乳杆菌"干酪乳杆菌"植物乳杆菌&和潜在污染的致病菌种%金黄色葡萄球菌"大肠杆菌"

沙门氏菌&等标准菌株进行培养!提取经过
#<W

培养后的菌落图像信息和光谱信息#采用几种不同的预处理

方式%
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&对所提取的光谱数据进行预处理!并应用遗传算法筛除光谱数据

中冗余的波段!保留有效波段#利用图像处理技术对图像信息中的菌株与培养基背景进行去除!然后采用主

成分分析法从每幅图中优选出
!

个特征波长!并运用图像处理技术从特征波长所对应图像中提取菌株的
*<

个基于
]E>K

的纹理特征信息#挑选合适的主成分分别建立不同的鉴别模型%

E@9
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&!通过其最终的鉴别模型的识别率来确定最佳鉴别计数模型#最后从标准菌株中分别挑选出
!+

株进

行计数测试!通过比较模式识别的分类数量结果与菌株的实际数量来验证模式识别效果的准确率#研究表

明!运用
/($

预处理后光谱数据在提高信噪比效果上明显优于其他几种预处理方式#

,#B',"+<

!

,,!'+"<#

和
,,"'.+,+7C

为图像信息中方差贡献率最大的三个波长!运用从特征波长所对应的图像中所提取的纹理

特征信息建立图像识别模型#通过对比图像信息和光谱信息的模式识别结果发现!光谱特征鉴别模型普遍

优于图像纹理特征鉴别模型!且当主成分数为
"

时!运用光谱特征所建立的
E/-/$K

模型的校正集识别率

为
"='.B\

!预测集的识别率为
"*'<<\

!为最优模型#采用优选的最优模型对菌株进行识别计数!大肠杆菌

计数的相对误差为
!'!!\

!金黄色葡萄球菌和沙门氏菌计数的相对误差均为
+

!验证了高光谱技术应用于酸

奶中常见致病菌的鉴别计数的可行性#
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酸奶是一种传统的发酵乳制品!人体摄入酸奶后会产生

饱腹感!因此有利于在自然生活条件下控制食欲和体重)

*

*

#

酸奶属于发酵型乳制品!其中添加的乳酸菌能在生长繁殖过

程中赋予酸奶酸性!因此人们普遍认为酸奶具有较高的安全

性#然而随着生产规模的扩大!产业链的不正常运行"奶源

的非法获取等原因!造成酸奶中致病菌的大量滋生!酸奶中

毒事件频繁发生#据调查统计!酸奶中常见的致病菌主要是

大肠杆菌"金黄色葡萄球菌和沙门氏菌!人体摄入一定量的

这三种菌均能引起严重的消化道疾病!国标对此已有明确的

限量规定#因此开发一种快速"简单易行"准确的鉴别方法!

为避免致病菌对酸奶的潜在危害提供有效的手段#

传统的菌落检测及计数方法主要有国家标准检测法)

.
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聚合酶链式反应%
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&检测法)

!

*

"机器视觉检测

法#此类方法具有准确"灵敏"可操作性强等优点!但当不

同种类的菌落混合在一起时!需要将其单个菌落挑出依次鉴

定计数!无法对其同时进行鉴定及计数操作#随着近些年来

光谱学技术的不断发展!国内外越来越多的研究学者开始将

光谱学技术推广应用于微生物检测的各个领域!如
/:3:-
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等采用近红外光谱技术对两种不同的大肠杆菌悬

液进行了鉴别)

#

*

!石吉勇"胡雪桃等采用近红外光谱技术实

现了对醋醅中常见杆菌的快速鉴别研究)

B

*等#这种纯光谱分

析方法具有无损"快速"分析稳定性高等优点!但不能将光

谱与特定菌落相对应!因此无法同时达到鉴别和计数的效

果)
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#

高光谱技术同时包含了样本的图像信息及光谱信息)

,

*

!

能够获取感兴趣区域像素点的特征信息!并结合样本的空间

信息可同时达到鉴别和计数的效果#这种鉴别计数方法省去

了复杂的前处理"缩短培养周期和计数误差#而近些年来!

鲜有将其应用在酸奶中致病菌的检测上#由于菌落在生长过

程中其外部%纹理"颜色等&和内部组成%化学组分"代谢产

物等&会发生多层次的变化!因此本研究通过提取菌落的图像

纹理信息和光谱信息!对比菌落纹理模型和光谱模型!优选出

最佳鉴别计数模型来进行酸奶中致病菌的鉴别计数#
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实验部分
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菌株与培养基

实验所用菌株保加利亚乳杆菌%
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由江苏大学食品加工与贮藏实验室提供#本实验中所用的培

养基为
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乳酸菌专用培养基!其主要成分为(水
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将需要灭菌处理的材料置于
*.*[

的高压蒸汽灭菌锅中

灭菌
.+C:7

后立即转入无菌的超净工作台#分别将经过
.#

W

增菌培养的各菌液用生理盐水
*+

倍梯度进行稀释!以

*+

F#

!

*+
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!
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F,梯度稀释的菌液涂布在培养基上进

行培养#选择两个合适浓度梯度的菌液%平板上生长的菌落

数量在
!+

!

!++>PZ

之间&进行平板涂布!经过多次预实验

测试证明
*+

F=和
*+

F,两个浓度梯度的菌液为合适的梯度#

其中每种浓度分别涂布
=

个平板!每种菌两个浓度一共对应

*.

个平板!八种菌总共
"=

个平板!平行三次一共
.<<

个平

板#
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高光谱的采集与标定

研究中所采用的高光谱成像系统由江苏大学自主开发研

制!由两个部分组成!包括硬件系统和软件系统#硬件系统

主要由高光谱摄像机%
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!芬兰&"两个对称放置的
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光纤卤素灯%
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&"电子控制箱%
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!中国&和计算机等几

个部分组成#软件系统主要是
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为了防止基线漂移的影响!在使用高光谱成像系统前!

需要提前开启系统#高光谱摄像机的曝光时间设置为
B+C4

!

电控移动平台的水平移动速度为
*'.BCC

$

4

F*

!工作模式

为
420

)

模式#将经过
#<W

培养的菌落取出!将培养皿水平放

置于电控移动平台上!采集全波段下的菌落图像#实验所用

高光谱摄像机为线阵摄像机!分辨率为
=*<f*=.<

!最终得

到菌落的
=*<f*=.<f=*<

的三维像素数据块#在高光谱图

像数据采集过程中!由于光照强度分布不均匀以及传感器中

暗电流的存在!往往在图像中出现较大噪声!并且不同波长

下光谱图像的亮度差异较大!因此采集完成后需要对所采集

的图像进行黑白板校正)
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!校正公式)
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式中!

c

表示原始高光谱图像'

M

表示用黑板校正后的图像'

a

表示用白板校正后的图像'

L

表示校正后的光谱图像#
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!

光谱的提取

研究中采用
H($c#'B

软件提取菌落的特征光谱#随机

挑选培养皿中生长较好"大而厚实的菌落为目标菌落!每种

菌种提取
=+

条光谱!

<

种菌共
#<+

条光谱!对应得到了一个

#<+f=*<

的原始光谱数据集#

高光谱成像系统所采集到的光谱信息中除了含有样本的

信息外!还存在着大量的高频噪声"基线漂移"样本背景信

息等噪声#因此需要选择合适的预处理方法对原始光谱数据

进行预处理!来提高模型的预测效果#本研究采用标准正态

变量变换%
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处理方法对光谱数据进行信息增强)

*+

*

!对比几种预处理对

光谱的优化效果来确立最佳预处理方式!然后运用最佳预处

理方式处理后的光谱来进行下一步波段的筛选#

'(K

!

光谱特征波长的筛选

光谱特征波长的选择标准是依据波段的所包含信息含

量!最大限度的提高模型的预测精度"减少模型计算时间#

预处理后所得到的光谱数据含有
=*<

个波长下的光谱数据!

其数据量冗长!且相邻的波长所包含的信息存在着重叠!且

相关性较大!因此需要对全波长进行优化筛选#遗传算法

%

D

0702:16&

D

%3:2WC4

!

]9

&的原理主要是借鉴了生物界-优胜

劣汰.和遗传机制!利用选择"交叉和突变等算子的操作!不

间断地进行遗传和迭代!使得较优的变量被保留!较差的变

量被淘汰!最终使得整体达到一个最优的结果#因此采用

]9

算法进行波长的筛选!筛选得到的光谱数据进行建模#

'(O

!

特征波长图像的选取

经过校正后的高光谱图像包含
=*<

个波长下的图像!相

邻波段的图像可能存在着信息重叠!反映出的图像信息具有

较强的相关性!使数据在一定程度上产生重叠!这种信息的

冗余严重影响着后期数据处理速度和效率#实验中运用多元

图像主成分分析法来选择特征波长图像!运用
H($c#'B

软

件对校正后的高光谱图像进行主成分分析!并根据各个主成

分方差贡献率的大小!从中挑选出能代表菌落样本大多数信

息的主成分图#采用主成分分析得到的主成分图像由各个波

长的图像与其所对应的权重系数以线性组合的方式组合而

成!权重系数越大代表该波长所对应的图像对主成分图的贡

献率越高!此波长所对应的图像即为最佳特征图像#

'(@

!

鉴别计数模型的建立

在进行模型选择的过程中!一个更简洁"变量更少的模

型往往更受青睐!因为这类模型不但具有更高的稳定性和鲁

棒性)

**

*

!而且还能大大缩短运算时间和提高运算效率#本研

究通 过 对 比 线 性 判 别 分 析 %
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&等四种模型的识别率来判断最佳的

鉴别计数模型#由于
E@9

和
b((

两种模型的识别结果取决

于所选择的主成分数!因此本研究选取前
*+

个主成分和
*+

个
b

值对这两种模型进行优化#

MG-9((

模型的输出层单元

设为
#

个%菌株类别&!选择双曲线正切函数为模型的传递函

数!初始权重设定为
+'"B

!动量因子和学习因子均设置为

+'*

!模型的收敛误差设置为
+'+++.

!训练迭代次数为
*B++

次#采用交叉验证和网格搜索法对
E/-/$K

模型的最佳参数

进行选择!以定标集交互验证均方根误差最小为指标确定最

优的%

2

!

$

.

&%径向基核函数正则化参数!基于
LHP

核函数的

参数&#经过优选得到!最佳的主成分为
"

!最佳参数
2

J

.'!.*B

!

$

.

J.'*B!.

#

.

!

结果与讨论

)('

!

光谱预处理

通过反复比较
/($

!

*

42

@HL

!

.

78

@HL

!

K/>

!

K>

五种

预处理方法对全波段的光谱处理效果发现!

/($

在减少基

线漂移和其他噪声方面的能力较强!因此后续采用
/($

作

为光谱预处理方法#图
*

%

6

&为表示菌落的原始光谱图!图
*

%

U

&是经过
/($

处理后的菌落光谱图!两幅图的横坐标均表

示高光谱的波长%

7C

&!纵坐标表示反射率%

!

为反射强度&#

通过对比原始光谱图和经过
/($

预处理后的光谱图!可以

看出几种菌落在全波长范围内具有相似的反射率趋势#而在

相同波长下!几种菌落又具有不同的反射率表明几种菌落可

以通过建模来做进一步的区分#

图
'

!

未经过处理的原始光谱$

,

%和

经过
T]\

预处理的光谱$

>

%

01

2

('

!

Q,N<

$

*679,+

%

,

&

8574**1

2

47>,67*91,

,.?T]\

$

9*

$

986*<<*?<

$

*679,+

%

>

&

)()

!

高光谱特征图像的筛选

运用
H($c#'B

软件对校正后的高光谱图像进行多元主

成分分析#结果表明!前八个主成分的累计方差贡献率高达

".',,\

!能够有效的代表样本信息!因此选取了前八个主

成分图像作为研究对象#高光谱图像中不仅含有菌落信息还

含有大量的培养基等背景信息!若未及时处理将会影响后期

建模效果#因此本实验采取阈值分割法!将目标菌落与培养

基相分离!再对原图像进行二值化处理形成掩模模板!将制

作的掩模模板依次掩模图像达到分离菌株与培养基背景的目

的!效果如图
.

所示#图
.

中!菌
9

!

M

!

>

!

@

!

H

!

P

!

]

和
A

分别对应着保加利亚乳杆菌"大肠杆菌"干酪乳杆菌"金黄

色葡萄球菌"沙门氏菌"嗜热链球菌"噬酸乳杆菌"植物乳

杆菌#

!!

通过比较前八个主成分的方差贡献率可以看出!各菌株

<<**
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图
)

!

菌株掩模后的前
L

主成分图像

01

2

()

!

34*519<7L

$

91.61

$

,+68:

$

8.*.7

1:,

2

*<,57*9<79,1.:,<=1.

2

的第一主成分%

G>*

&的方差贡献率均达到
<B'++\

以上!能

够精确地反映出各菌株图像的绝大部分特征信息!因此本研

究从
G>*

图像中寻找特征波长图像#

G>*

图像由
=*<

个波段

所对应的图像经过线性组合而成!每个波段分别对应一个权

重系数!权重系数越大表明该波长对应的图像对主成分图的

贡献率越大!即为特征波长下的图像#通过比较
=*<

个波长

所对应的权重系数!权重系数最大的三个波长分别为

,B#',"+<

!

,,!'+"<#

和
,,"'.+,+7C

#

)(M

!

高光谱图像纹理特征的提取

纹理特征反映的是图像的灰度像素在空间里的分布!是

图像信息中最重要的特征之一#菌落在生长繁殖过程中!其

纹理特征随着生长的时间而发生改变#因此本实验每种菌随

机挑选
#+

样本!分别从每个特征波长图像下的
+o

!

#Bo

!

"+o

和
*!Bo

几个方向分别提取基于灰度共生矩阵%

]E>K

&

)

*.

*的

能量"相关性"逆差距"自相关"熵"各向异性等
*<

个纹理

特征变量#

)(K

!

光谱信息与纹理特征信息
V!R

比较

!!

由于从菌落信息中所提取的各纹理特征变量"光谱特征

变量之间存在着一定的相关性!因此有必要对其进行主成分

分析#如图
!

所示!%

6

&表示纹理特征主成分分析!%

U

&表示

光谱信息主成分分析#从图
!

%

6

&中可以明显的观察到!仅有

!

种菌%嗜酸乳杆菌"植物乳杆菌"沙门氏菌&能够达到较好

的区分效果!其他菌种则严重的重叠在一起!并不能达到有

效区分效果#相比纹理特征主成分分析!图
!

%

U

&中八种菌落

则有较好的聚类效应!仅有少数的重叠在一起#导致两种方

式主成分分析效果不同的原因可能是内部识别原理的不同!

纹理特征依赖于菌落的外部变化和图像质量!而光谱信号则

是通过菌株内部化学成分含氢基团%如
>

/

A

和
(

/

A

等&合

频和倍频吸收的不同来呈现#

)(A

!

光谱模型与图像模型的比较

高光谱原始波段一共含有
=*<

个波长!采用
]9

算法进

行筛选特征变量后剩余
##

个波长#将
#<+

个光谱数据和图

像纹理数据按照
b-/

%

b077638-/2%70

&

)

*!

*方法分成
!.+

个校

正集和
*=+

个预测集!分别建立
E@9

!

b((

!

MG-9((

和

E/-/$K

模型!模型识别结果如表
*

所示#从表
*

可以看出!

采用光谱特征信息所建立的模型识别结果明显优于图像纹理

特征信息所建立模型的识别结果!其中采用光谱特征信息所

建立的
E/-/$K

模型的校正集和预测集的识别效果均达到

了
"+\

以上!优于其他光谱模型#其中
E@9

和
b((

模型的

预测效果比
MG-9((

和
E/-/$K

预测效果差的原因可能是

由于
E@9

模型属于线性判别模型!其在解决不同种属的样

本分类问题效果较好!而对于同种属!不同类间的效果较

差#而
MG-9((

和
E/-/$K

模型既能解决线性问题又能解

决非线性问题具有较好的容错性!另外
E/-/$K

算法不存在

困扰神经网络的局部最小值问题!识别效果最优!因此选择

E/-/$K

作为鉴别计数的最佳模型#

图
M

!

纹理特征主成分分析
V!R

$

,

%和

光谱特征主成分分析
V!R

$

>

%

01

2

(M

!

34*7*C7-9*5*,7-9*

%

,

&

,.?<

$

*679,+

%

>

&

$

91.61

$

,+68:

$

8.*.7,.,+

/

<1<

表
'

!

光谱信息与图像信息的模型识别率比较

3,>+*'

!

!8:

$

,91<18.85:8?*+9*68

2

.1718.9,7*

>*7N**.<

$

*679,+,.?1:,

2

*1.589:,718.

模型
G>4

图像信息识别率+
\

校正集 预测集
G>4

光谱信息识别率+
\

校正集 预测集

E@9 , ,<'++ #<'!! B ,,'<* =='<<

b(( , ,,'++ ,='=, , <,'B+ <!'##

MG-9(( *+ <B'++ B*'=, " <#'+= B,'B+

E/-/$K " "!'!+ <.'<= " "='.B "*'<<

)(O

!

最优模型的计数结果

为了验证模型的计数效果!对八种标准菌株进行了重新

"<**

第
#

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



单独培养#将所有菌株分为
#

类!致病菌大肠杆菌"金黄色

葡萄球菌和沙门氏菌分别编号为
*

!

.

和
!

类!其余菌种%保

加利亚乳杆菌"干酪乳杆菌"嗜热链球菌"嗜酸乳杆菌"植

物乳杆菌&归为第
#

类#每一类菌种选择生长较大"较好的菌

落各
!+

株!其中第
#

类中每种菌落各
=

株!对应的五种菌落

总共
!+

株#这样
#

类一共有
*.+

株!提取每种标准菌光谱信

息!代入最优模型进行验证#根据模型最后识别编号来确定

分类计数结果!其计数结果如表
.

所示#由表
.

可知!

#

类菌

种的模型识别计数效果均达到了较好的效果!其中沙门氏菌

和金黄色葡萄球菌计数的相对误差为
+

#大肠杆菌计数的相

对误差为
!'!!\

!分析其原因!可能是大肠杆菌与保加利亚

乳杆菌"干酪乳杆菌"嗜酸乳杆菌"植物乳杆菌等几种菌均

属于杆菌!其内部分泌物或部分结构相似!模式识别将其误

判为其他杆菌所致#

表
)

!

模型鉴别计数结果

3,>+*)

!

34*68-.71.

2

9*<-+7<85:8?*+?1<691:1.,718.

标准集 识别集 相对误差+
\

* !+ ." !'!!

. !+ !+ +

! !+ !+ +

# !+ !+ !'!!

!

!

结
!

论

!!

将高光谱技术应用到酸奶中常见致病菌的检测!实现了

对酸奶中常见致病菌的快速鉴别与计数#采集经过
#<W

培养

的菌落光谱数据及图像数据!运用
/($

!

*

42

@HL

!

.

78

@HL

!

K/>

和
K>

五种不同的预处理方式对光谱数据进行预处理#

运用多元主成分分析法对高光谱图像进行特征主成分的选

取!根据各波长图像在特征主成分图中所占权重来确定特征

波长!并在特征波长所对应的菌落图像中提取纹理特征信

息#对光谱信息和图像纹理信息进行主成分分析去除冗余信

息!采用
]9

算法对光谱数据进行波段的筛选#分别对菌落

的光谱信息与图像纹理信息建立
E@9

!

b((

!

MG-9((

和

E/-/$K

等几种模型!通过比较模型的识别率来优选最佳的

计数模型#结果表明!经过
/($

处理的光谱的建模效果较

好!图像信息中方差贡献率最大的
G>*

对应的三个特征波长

分别为
,B#',"+<

!

,,!'+"<#

和
,,"'.+,+7C

#对比采用图

像纹理信息和光谱信息所建立模型的识别效果可知!光谱信

息所建模型的识别率普遍优于图像纹理信息所建模型的识别

率!其中光谱模型中
E/-/$K

识别率最高!当主成分为
"

时!其校正集识别率为
"='.B\

!预测集识别率为
"*'<<\

#

采用最优模型进行鉴别计数!均达到了较好的效果#其中金

黄色葡萄球菌和沙门氏菌的计数相对误差为
+

!大肠杆菌的

计数相对误差为
!'!!\

!验证了高光谱技术应用于酸奶中常

见致病菌鉴别计数的可行性#
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