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基于衍射重构技术的作物真菌病害孢子微型检测装置
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摘要：为了解决现有孢子检测系统体积大、成本高等问题，提出了一种基于衍射重构技术的作物真菌病害孢子检测

方法。根据惠更斯 菲涅尔原理、角谱理论，利用衍射成像复合重构计算设计了一种包含富集、进样机构的真菌病

害孢子检测系统。该系统可以定时完成富集、进样、拍摄、重构和检测等操作，并通过重构算法实现对真菌病害孢

子原像的重建，根据重构后的图像提取面积（Ａｒｅａ）、细度（Ｔｈｉｎｎｅｓｓｒａｔｉｏ）两个重要形态学特征，对稻瘟病孢子进行

检测识别。实验结果表明，所设计装置对稻瘟病孢子的检测结果与人工显微镜识别结果高度线性相关，决定系数

为 ０９９，平均检测误差为 ５９１％，具有较好的准确性。
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０　引言

作物真菌病害因其传播速度快、危害大等特点

给病害检测预警带来了巨大的挑战
［１－２］

。真菌病害

是由散布在空气中的真菌孢子浸染水稻引起

的
［３－６］

。因此，对空气中孢子浓度的测定是病害流

行分析和预警中不可或缺的部分
［７］
。

作物真菌病害的检测方法归结起来主要有免疫

检测法、核酸检测法、微悬臂梁检测法、分子生物学

检测法、形态学鉴定法等。免疫检测法利用抗原和

抗体特异性结合的原理，实现特定微生物浓度的快

速检测，精度较高
［８］
。核酸检测法利用分子扩增技

术，大大减少了检测时间，且灵敏度较高。上述方法

需要特异性抗体或引物以及专业的人员及设备，实

现野外即时检测的难度较大
［９］
。微悬臂梁检测法

是一种将敏感材料或受体分子修饰在微悬臂梁表

面，对待检目标气体或液体分子进行吸附，造成微悬

臂梁运动状态改变来标定待检物浓度的方法
［１０］
。

如 ＮＵＧＡＥＶＡ等［１１］
使用镀金和未涂覆硅的微机械

悬臂阵列，快速定量检测了黑曲霉和酿酒酵母浓度。

该方法具有高精度与高灵敏度的特点，但是微悬臂

梁检测法对检测环境要求严格，当环境中的杂质污

染物被吸附时，将影响最终的检测结果，难以适应复

杂的野外环境条件
［１２］
。显微图像计数法由人工观

察显微图像并计算孢子数量，检出限更低，检测精度

较高，克服了上述检测方法的弊端，但检测时间长、

人力消耗大、数字化程度低
［１３］
。而目前利用图像形

态学鉴定进行自动识别真菌孢子个数的相关技术也

逐步出现，李小龙等
［１４］
、齐龙等

［１５］
利用形态学鉴定

方法对捕捉的孢子实现准确计数，但该检测法主要

依赖野外采样和实验室观测两个步骤，滞后性较大，

不能实现对作物真菌病害的早期预警。

姜玉英等
［１６］
、雷雨等

［１７］
将自动对焦显微镜集

成到孢子捕捉仪上实现捕捉数量的大概计数，

ＭＥＬＯ等［１８］
利用神经网络深度学习检测方法对孢

子进行分类计数，这些方法依旧需要借助高倍显微

镜等昂贵的仪器进行辅助检测，相较于显微图像计

数法，提升了数字化水平，但是技术复杂，成本仍然

较高，无法推广实施。国内托普云农研制的孢子捕

捉仪处于国际领先地位，但它仍然是基于传统显微

图像检测方法，使用气泵直接抽取空气到捕捉仪内

的显微镜下，搭载图像采集卡的显微镜采集孢子图

像，然后传输到上位机对孢子进行识别，整个系统体

积巨大、成本高昂，不适合大面积农业推广与野外

布置。

衍射技术多应用于血液检测
［１９］
、藻类检测

［２０］

和精子检测
［２１］
等生物医学相关领域。ＬＩ等［２２］

根据

惠更斯 菲涅尔衍射原理设计了基于衍射指纹的癌

细胞活性检测系统，该系统体积较大，使用不便。因

为细胞培养环境纯净，所以每个衍射环均表示细胞，

而病害孢子在野外传播时，空气环境复杂，有的衍射

环可能表示其他杂质，所以不宜直接分析衍射环，需

要重构后再分析，以便于专家直接标记孢子和评判

装置检测结果准确性。拍摄细胞衍射图像时，只需

将细胞培养皿放置在系统内即可，而病害孢子在空

气中传播，无法直接采样放置到系统内检测，所以需

要富集装置。针对孢子检测的特点，本文将孢子的

富集与衍射重构检测相结合，减小装置体积与质量，

设计一种定时完成富集、进样、拍摄、重构和检测等

系列功能于一体的装置。

１　材料与方法

１１　实验材料
选用稻瘟病孢子作为研究对象，实验样本于

２０１８年１０月在中国水稻研究所采集。为了模拟稻
瘟病孢子在空气中的传播状态，利用气溶胶发生器

将稻瘟病孢子制成气溶胶粒子，均匀释放在体积为

１Ｌ的容器中。将气泵分别与容器和检测装置相连，
这样容器中混有稻瘟病孢子的气体可被抽集至涂有

凡士林的 ＰＤＭＳ薄片上用于图像采集，空气中病害
真菌孢子实际浓度 Ｃ的计算公式为

Ｃ＝Ｎ
ｔＶ

（１）

式中　Ｎ———一次实验中采集到的孢子个数
ｔ———气泵工作时间，ｓ
Ｖ———气泵流量，Ｌ／ｓ

使用的微型气泵流量为００２Ｌ／ｓ，开展 １０组采
样实验，并在显微镜下观察每组采样的孢子数，最后

由式（１）得出样本的平均浓度为 １００个／Ｌ，将此浓
度视为标准单位浓度。为保证装置中用于采样的

ＰＤＭＳ薄片可长期使用，只需将本次检测到的孢子
数减去前一次检测到的孢子数即为本次实验采集到

的孢子数，无需每次更换。

１２　衍射重构技术理论
１２１　衍射成像装置工作原理

传统光学显微镜成像技术是基于光穿过透明物

质时发生波长（颜色）和振幅（亮度）变化来实现的，

肉眼通过显微镜直接观察微生物等的形态。ＬＥＤ
发出的光通过微孔转换成相干光，从而实现相干照

明。如图１所示，ＬＥＤ光源发出的光经过其正下方
的微孔后，产生部分相干光，部分相干光传播 ｌ１距离
后照射到样本平面（ＰＤＭＳ薄片）上。样本平面上样
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本的支透光与样本的散射光互相干涉并被其正下方

相距 ｌ２的 ＣＭＯＳ成像芯片拍摄下来，图 ２为样本的

衍射全息图。首先利用角谱理论对全息图进行相位

信息恢复，并基于恢复后的孢子图像研究其形态学

特征。

图 １　装置成像原理示意图

Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｅｑｕｉｐｍｅｎｔｉｍａｇｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

１．光源　２．微孔　３．部分相干光　４．样本平面　５．ＣＭＯＳ成像芯片
　

图 ２　衍射全息图像

Ｆｉｇ．２　Ｈｏｌｏｇｒａｍｉｍａｇｅ
　
１２２　角谱重构理论

在标量衍射的亥姆霍兹方程理论中，角谱理论

从频域的角度准确描述了光的衍射过程，将部分相

干光场看作不同方向传播的平面波分量，光传播方

向上任意一点的复振幅均被表示出来
［２３］
。

振幅为 Ｕ，波长为 λ，方向余弦为 ｃｏｓα、ｃｏｓβ、
ｃｏｓγ的波矢传播的平面波复振幅为

Ｕ（ｘ，ｙ，ｚ）＝Ｕ (ｅｘｐ ｉ２π
λ
（ｘｃｏｓα＋ｙｃｏｓβ＋ｚｃｏｓγ )）

（２）

令 ｆｘ＝
ｃｏｓα
λ
，ｆｙ＝

ｃｏｓβ
λ
，ｆｚ＝

ｃｏｓγ
λ
，则

Ｕ（ｘ，ｙ，ｚ）＝Ｕｅｘｐ（２πｉ（ｘｆｘ＋ｙｆｙ＋ｚｆｚ）） （３）
式中　ｘ、ｙ———全息图像素坐标

ｚ———再现距离

α、β、γ———平面参考光波与空间的 ｙｏｚ平面、
ｘｏｚ平面、ｘｏｙ平面的夹角

根据角谱理论，由角谱重构法得到的原像光场

Ｕ（ｘｉ，ｙｉ，ｚｉ）的复振幅分布为

Ｕ（ｘｉ，ｙｉ，ｚｉ）＝Ｆ
－１
（Ｆ（Ｒ（ｘ，ｙ）Ｉ（ｘ，ｙ））ＧＡＳ（ｆｘ，ｆｙ））

（４）

其中 ＧＡＳ（ｆｘ，ｆｙ）＝

(ｅｘｐ ｉ２π
λ
ｚｉ １－（λｆｘ）

２－（λｆｙ）槡 )２ （５）

其中 ｆｘ＝
ｘ
λｚｉ
　　ｆｙ＝

ｙ
λｚｉ

式中　Ｆ、Ｆ－１———傅里叶变换和逆傅里叶变换
Ｉ（ｘ，ｙ）———全息图的强度分布
Ｒ（ｘ，ｙ）———参考光波振幅分布
ＧＡＳ（ｆｘ，ｆｙ）———衍射在频域的传递函数

角谱重构过程如图３所示，其中图３ａ是装置采
集的衍射全息图，图３ｂ是计算机利用角谱法计算重
构后得到的原像，可以看出孢子的轮廓被清晰地重

构出来。

图 ３　孢子重构图像

Ｆｉｇ．３　Ｓｐｏｒｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｉｍａｇｅｓ
　
１３　稻瘟病孢子再现像的目标识别

为了准确地识别出再现像中稻瘟病孢子，使用

数字图像处理技术对图像进行滤波、阈值分割和特

征提取等操作。

１３１　中值滤波
图４ａ为角谱重构之后得到的再现像，其中椒盐

噪声和脉冲噪声较多，针对该类图像，选择中值滤波

进行降噪
［２４］
。图４ｂ是中值滤波后图像，选取 ３×３

的窗口对重构图像进行滤波，在降低噪声的同时尽

可能地减少了细节丢失。

图 ４　中值滤波

Ｆｉｇ．４　Ｍｅｄｉａｎｆｉｌｔｅｒｉｎｇ
　
１３２　阈值分割

由图５ａ知，检测目标颜色与背景颜色相差较
大，故可以采用阈值分割的方式将图像分为背景区

域和目标区域。预备试验知孢子灰度主要分布在０～
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１００之间，灰度较高部分均为背景。故本文采用枚
举法确定阈值，枚举区间为 ０～１００，步长为 ０５，阈
值分割流程如图６所示，每次阈值加 ０５，当阈值为
７６５时，轮廓最为明显，分割结果如图５ｂ所示。

图 ５　阈值分割

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　

图 ６　阈值分割流程图

Ｆｉｇ．６　Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　

图 ８　图像采集与光源模块结构

Ｆｉｇ．８　Ｉｍａｇｅａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎａｎｄｌｉｇｈｔｓｏｕｒｃｅｍｏｄｕｌｅ
１．ＬＥＤ光源　２．微孔　３．部分相干光　４．样本　５．ＰＤＭＳ薄片　６．ＣＭＯＳ模块

１３３　基于形状特征的识别与计数算法

稻瘟病孢子具有独特的形态特征（细长的梨

形）和较为固定的尺寸范围（长（１５±５）μｍ，宽（７±

２）μｍ）。因此，可以对重构后的稻瘟病孢子选择面

积（Ａｒｅａ）、细度（Ｔｈｉｎｎｅｓｓｒａｔｉｏ）两个形态学参数进

行稻瘟病孢子的识别和计数。其中面积 Ａ定义为

目标区域所包含的像素数量，用于描述区域面积。

细度 Ｔ用于描述目标形状的纤细程度，定义为

Ｔ＝４πＡ
Ｐ２

（６）

式中　Ｐ———稻瘟病孢子的周长
测定５０组共 ５００个稻瘟病孢子重建后图像的

面积 Ａ和细度 Ｔ，其中一组数据如图 ７所示，矩形方
框内为稻瘟病孢子。故将同时满足 Ａ为 １０～３０，且
Ｔ为０９～１４的目标判定为稻瘟病孢子。

图 ７　面积 细度特征二维图

Ｆｉｇ．７　Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｈａｒｔｏｆａｒｅａｔｈｉｎｎｅｓｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
　
１４　真菌病害微型检测装置设计
１４１　图像采集与光源模块设计

利用 ＣＭＯＳ图像传感器采集衍射全息图，结果
如图 ８ａ所示。选择 Ａｐｔｉｎａ公司 ５００万像素的
ＭＴ９Ｐ０３１型 图 像 传 感 芯 片，成 像 区 域 尺 寸 为
５７０ｍｍ×４２８ｍｍ。由于 ＬＥＤ光源是单色光，故
定制了该芯片的黑白版来直接获得灰度图像，以提

升图像的信噪比。

光源模块（图８ｂ）长度为４ｃｍ（对应图１的ｌ１），
其内部光路和部件位置如图８ｃ所示，微孔直径设定
为１００μｍ，选择 ＯＳＲＡＭ公司的 ＬＡＥ６５Ｂ型（ＬＥＤ
波长６１７ｎｍ），两部件位于光源模块正上方，从上往
下发出部分相干光覆盖 ＣＭＯＳ模块的感光区域；订
制的 ＰＤＭＳ薄片厚度为１ｍｍ（对应图１的 ｌ２），此设
计可以简化光学设计，无需使用其他聚焦或校准透

镜就可以照亮 ＣＭＯＳ图像传感器的全部视场［２５］
。

１４２　真菌病害微型检测装置设计
检测装置如图 ９所示，采用锂电池供电。实验
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时，计算机通过 ＷｉＦｉ与图像采集模块通讯，并分析
处理图像数据。为了满足气传孢子富集进样和装置

内部避光的要求，设计了如图１０所示的迂回式气路
结构。气体从装置上方入口进入，沿着气道从装置

两侧排出。

图 ９　真菌病害微型检测装置示意图

Ｆｉｇ．９　Ｓｋｅｔｃｈｏｆｍｉｃｒｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎｄｅｖｉｃｅｆｏｒｆｕｎｇａｌｄｉｓｅａｓｅ
１．光源　２．ＰＤＭＳ薄片　３．气泵　４．导管　５．孢子　６．出气口　

７．ＣＭＯＳ模块
　

图 １０　真菌病害微型检测装置气路结构示意图

Ｆｉｇ．１０　Ｐｎｅｕｍａｔｉｃｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｍｉｎｉａｔｕｒｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｄｅｖｉｃｅｆｏｒｆｕｎｇａｌｄｉｓｅａｓｅｓ
　
在实验室中（温度为（２４±２）℃，相对湿度为

（５５±５）％，微尘数量在 １０００个／ｍ３以内）进行验
证实验。首先打开气泵将混有孢子的气体吹集到涂

有凡士林的 ＰＤＭＳ薄片上。富集完成后，开启 ＬＥＤ
光源和 ＣＭＯＳ芯片对 ＰＤＭＳ薄片上的样本进行拍照
获取衍射全息图，并将图像传至计算机分析处理。

装置初步实现对病害真菌孢子进行定时富集、进样、

拍摄，以及对图像进行重构和检测等操作。

２　结果与分析

为了评价本文装置的准确性，以及其他环境杂

质等干扰物对稻瘟病孢子检测的影响，用稻瘟病孢

子（中国水稻研究所提供）、杂质（主要包括微颗粒、

　　

菌丝等物质）进行检测实验，将本装置的计数结果

与人工计数结果进行比较。

图１１表明了 ＰＤＭＳ薄片重复使用时的孢子检
测准确率变化情况，当孢子累计数量分别在 ２５００
个和３０００个左右时，准确率约为９４％和９０％，超过
３０００个时，孢子重叠率较高，准确率明显下降。据
文献［２６］可知，一季水稻成长期为１１０ｄ左右，其中
有大约一半的时间孢子浓度为 ０，剩下的一半时间
中，约７０％的时间内孢子浓度不到 １００个／ｍ３，少数
几天孢子浓度超过５００个／ｍ３。该装置每天工作２ｈ
（孢子捕捉仪在凌晨孢子萌发时开启

［２７］
），通常情况

下，在孢子浓度为 １００个／ｍ３时，装置使用 １１０ｄ（一
季水稻成长期）时，收集的孢子不到 ２０００个，故本
装置无需更换 ＰＤＭＳ薄片即可满足一季水稻监控预
警需求。图１２是一组实验结果，其中稻瘟病孢子轮
廓用红色线条和数字标记，图 １２ｂ是对图 １２ａ矩形
框内图像的局部放大。稻瘟病孢子显微人工计数结

果和自动计数结果如表１所示，误差（｜Ｎ－Ｍ｜／Ｍ×
１００％）最大不超过 １０％，平均误差 ５９１％，均属于
可接受范围。图 １３是对两种方法进行 Ｂｌａｎｄ
Ａｌｔｍａｎ分析的结果，所有点均在 ９５％一致性区间以
内，一致性较好。实验结果表明，基于衍射重构技术

的作物真菌病害微型检测装置可以检测并识别稻瘟

病孢子，其自动计数结果与人工计数结果高度线性

图 １１　薄片重复使用时孢子检测准确率

Ｆｉｇ．１１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎａｃｃｕｒａｃｙｏｆｒｅｐｅａｔｅｄＰＤＭＳｕｓｉｎｇ
　

图 １２　装置检测结果

Ｆｉｇ．１２　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｅｑｕｉｐｍｅｎｔｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔ
　

表 １　人工计数与装置自动计数结果

Ｔａｂ．１　Ｍａｎｕａｌｃｏｕｎｔｉｎｇａｎｄｄｅｖｉｃｅａｕｔｏｍａｔｉｃｃｏｕｎｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

　样本编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０

人工计数 Ｍ １１ ２０ ２３ ３３ １５ ４６ ３７ ４１ ２１ １００ ８６ ６０ ４２ ３９ ５１ ７２ ５０ ６７ ８１ ９３

自动计数 Ｎ １２ １９ ２１ ３１ １６ ４２ ３４ ４３ ２０ ９５ ９０ ５７ ４５ ３８ ５３ ６８ ５３ ６３ ８５ ８８

误差／％ ９１ ５０ ８７ ６１ ６７ ８７ ８１ ４９ ４８ ５０ ４７ ５０ ７１ ２６ ３９ ５６ ６０ ６０ ４９ ５４
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图 １３　Ｂｌａｎｄ Ａｌｔｍａｎ方法分析

Ｆｉｇ．１３　ＡｎａｌｙｓｉｓｂｙＢｌａｎｄ Ａｌｔｍａｎｍｅｔｈｏｄ
　
相关（决定系数 Ｒ２为０９９），平均误差为 ５９１％，在
实验室条件下具有较好的准确性。

３　结束语

提出了一种基于衍射重构技术的作物真菌

病害孢子检测方法，依据惠更斯 菲涅尔原理设

计了作物真菌病害孢子微型检测装置。实验结

果表明，所设计装置的检测结果和人工计数结果

高度线性相关，决定系数为 ０９９，平均误差为
５９１％，具有较好的准确性。装置体积为 ４ｃｍ×
４ｃｍ×５ｃｍ，且在实验室条件下测试可实现定时
富集、进样、拍摄、重构和检测功能，为微型低成

本作物真菌病害早期预警系统的研发提供了解

决方案。
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