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摘  要 : 随着现代生物技术的快速发展，生物发酵过程在工业生产中的重要性日益增加。为获得质量稳定的发酵

产品，通常需要对发酵过程进行监测与调控。生物量可以直接反映生物反应器中细胞代谢的主体——细胞的生长

状况，因此实现生物量的在线监测对发酵过程的调控具有重要意义。原位显微镜是一项非侵入式的、基于图像分

析的技术，可以实时监测生物过程中的细胞量。文中就原位显微镜的发展及其在细胞生物量实时监测中的应用进

行了综述。 
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Development and application of in-situ microscopy in on-line 
monitoring of cell biomass 
Yuanshan Wang, Wenhui Hao, Zheming Wu, Kun Niu, and Meihua Gong 
College of Biotechnology and Bioengineering, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, Zhejiang, China 

Abstract:  With the rapid development of modern biotechnology, fermentation process is increasingly important in industrial 
production. To guarantee the stability of products, fermentation process should be elaborately monitored and controlled. 
Biomass is an important parameter for on-line monitoring in bioprocesses because biomass can reflect cell growth in a 
bioreactor directly. In-situ microscope, a non-invasive and image-analysis based technology, can real-time monitor cells in 
biological process. This review summarizes the development and application of in-situ microscopy in biomass monitoring. 
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随着近几十年生物技术的迅猛发展，生物发

酵已经广泛应用于食品、制药、环境保护、能源

等行业中[1]，酸奶、啤酒、生物乙醇、抗生素、

氨基酸、单克隆抗体等发酵产品层出不穷，生物

发酵已与人们的生活息息相关。发酵过程的高效

调控是确保生物发酵产品产量与质量的关键。截

至目前，多种传感器已被开发用于监测发酵过程

中的一些重要参数，比如 pH、溶氧、温度、底物

浓度、产物浓度、呼吸商、生物量等[2]，为发酵

过程的实时调控提供切实可靠的数据，保障产品

的最终产量与质量。 

在发酵过程中，通过活体细胞代谢将底物转

化为产物是生物反应过程中的关键，因此对生物

量的监测，尤其是对活细胞生物量的监测就显得

尤为重要[3-5]。生物量是指单位体积培养基中所含

细胞的质量或细胞的数目[6]。通过对生物量的监

测，可以对发酵过程中细胞的生长状态进行评估，

从而采取合适的调控策略，以保证发酵过程的正

常运行。目前关于生物量监测的主流方法多是采

用离线的方式来进行，如干重法、光密度法 

(OD600)、计数法、离心体积法等，虽然这些方法

操作简单、成本低廉，但是过程繁琐、耗时费力，

对培养液中的活细胞、死细胞以及不溶性物料无

法区分，更重要的是不能实时反映生物量，使得

对发酵过程的调控具有严重的滞后性[7-10]，并且

频繁的取样过程会使得发酵罐中的培养体系发生

改变，增加染菌的风险[11]。除了生物量的监测之

外，对细胞的活力鉴定也极为重要。通常，根据原

理，细胞活力鉴定可以分为如下几类[12-19]：第 1 类

是基于细胞在固体平板上生长的能力；第 2 类是基

于细胞膜的完整性；第 3 类是基于细胞膜的功能性；

第 4 类是基于细胞中的某些酶的活性；第 5 类是

基于流式细胞仪的筛选鉴定。这些方法对发酵过

程的调控同样具有滞后性。为了克服检测滞后性，

学者们做了大量工作，开发了荧光法、电容法和

原位显微镜、近红外光谱、激光反射光谱、拉曼

光谱等多种在线监测技术[1,20-27]。 

荧光法是通过荧光传感器对细胞中自发荧光

基团，如 NADPH，或者与荧光试剂相络合的基

团进行监测，收集荧光信号，构建多元线性回归

模型和偏最小二乘 (Partial least squares, PLS) 回

归模型，对发酵过程中的生物量浓度、底物浓度

等发酵参数进行在线监测[28]。荧光传感器种类繁

多，有二维荧光传感器、多维荧光传感器等。Haack

等 [28]利用多维荧光传感器对酿酒酵母细胞生物

量浓度进行了在线监测，Hantelmann 等[24]将二维

荧光传感器应用于酿酒酵母的分批发酵。然而荧

光法是基于细胞中自发荧光基团或者需要向培养

基中添加荧光试剂，并且在监测过程中存在荧光

信号重叠问题，使得荧光法在活细胞生物量在线

监测过程中难以实施[24]。 

电容法是基于在交变电场中具有完整生物膜

的细胞会发生极化，通过测定发酵液在一定频率

范围内的电容和电导率来衡量发酵液中的生物量

浓度[7]。生物反应器中的发酵液可以视为由 3 个

独立的部分组成，分别为细胞质、外部质膜、悬

浮介质。细胞质是由内部细胞器和蛋白质、核酸

以及小分子物质组成的高度复杂的混合物；质膜

是细胞导电的核心，其本身不能导电；悬浮介质

由水和带电离子基团组成。因此，可以将发酵液

视为包含众多球形电容器的悬浮液[29]。向发酵液

施加一个交变电场，使细胞内部和外部带正电荷

的离子和带负电荷的离子向相反的方向移动，直

至遇到质膜，带正电荷的离子与带负电荷的离子

分别聚集在细胞膜的两侧，导致细胞发生极化。

这种由电场所引起的细胞极化的量级可以通过电

容来进行测量，进而对发酵液中生物量浓度进行

监测。Lan 等 [30]将电容法应用于真氧产碱杆菌

Ralstonia eutropha 发酵聚羟基链烷酸酯过程中的

活细胞量检测；Xiong 等[31]在酿酒酵母高密度分

批补料发酵谷胱甘肽中利用电容法测定发酵液中

的活细胞生物量浓度。尽管存在一些不足，如价
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格昂贵、细胞质中的膜结构对整个细胞的介电性

质产生影响，同时电极的极化使得整体的电容测

量偏大等[21]，电容法仍然是应用最为广泛的活细

胞生物量在线监测方法。华东理工大学生物反应

器国家重点实验室等研究机构在这方面做了大量

工作，在发酵过程控制与优化方面也取得了良好

的效果[27,30-31]。 

原位显微镜技术是基于在线采集生物反应器

中发酵液的显微图片，通过对显微图片的处理分

析，在线获取发酵液中的生物量浓度，并对细胞

形态进行分析[32]，目前已成为一种具有较好应用

前景的在线生物量分析技术。 
笔者所在团队长期从事工业生物技术领域的

研究，其中涉及到大量的微生物发酵和细胞培养

过程，对过程控制与优化有着较好的积累，深知

细胞生物量和形态在线检测的重要性。同时，笔

者及所在团队也承担了生物工程专业主干课程生

物工程设备 (国家精品资源共享课程 http://www. 
icourses.cn/sCourse/course_2616.html) 的 教 学 工

作，生物培养过程的检测与控制是教学重要内容，

因而对生物量在线检测技术也有较好的了解。鉴

于目前在国内还没有系统介绍原位显微镜发展及

其应用的文献，本文结合笔者科研和教学工作的

积累就此进行综述。 

1  原位显微镜的结构 

1990年，Suhr等首次描述了原位显微镜的概

念。它由显微成像系统、控制系统、图像处理系

统 3部分组成[33]，其结构示意图如图 1所示[43]，具

体描述将在下文展开。根据原位显微镜在发酵过

程中对样本量的定义方式，可以将其划分为两

类：一类是光学采样原位显微镜，通过估计显微

照片的景深来定义虚拟的样本量。第二类是机械

采样原位显微镜，通过机械装置重复封装体积相

等的样品来定义样本量[6]。对于光学采样原位显

微镜因其需要从显微照片中计算景深，所以其算 

 
 

 
 

图 1  原位显微镜的基本结构[43] 

Fig. 1  The basic structure of ISM[43]. (A) Vertical 
inserted. (B) Lateral inserted. 

 
法结构相对于机械采样原位显微镜要更复杂。而

对于机械采样原位显微镜，其机械装置和命令系

统更复杂。 

1.1  光学采样原位显微镜 
1995 年，Suhr 等第一次详细描述了光学采

样原位显微镜，其结构简图如图 2 所示 [6]。一个

直径为 25 mm 的不锈钢外管安装在生物反应器

上，其末端是一个密封的透明石英玻璃窗，作

为隔绝发酵罐内部环境与外部环境的屏障，从

而保障发酵罐内部的无菌环境。一个直射光显

微镜集成在不锈钢内管中，在发酵时将内管插

入到外管中，与 SIT 照相机一起组成显微成像

系统。发酵结束后可以将内管从外管中取出单

独保存。 
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图 2  光学采样原位显微镜[6] 
Fig. 2  The optical sampling ISM[6]. 

 

显微镜由物镜 (Olympus D APO l00×UV，油

浸，NA=0.95)、二向色镜以及外耦合镜组成，

并且可以通过调节千分尺螺旋来实现显微镜的

正确聚焦。氮激光光源发射波长为 337 nm 的光，

经过二向色镜反射后，照亮细胞。随后被照射的

细胞激发出 450 nm 波长的荧光，透过二向色镜，

经过外耦合镜，将细胞的图像呈递给照相机记

录。之后显微照片传输至搭载了图像分析算法

的电脑中被储存和分析。在发酵开始的阶段，

图像获取的频率为每 2 秒一张图像，到了后期

频率变为每 20 秒一张图像。图像的处理速度为

每分钟一张。显然图像的分析速度慢，无法为

发酵过程调控提供大量实时的具有统计学意义

的数据。 

Camisard 等[34]、Wiedemann 等[35]对 Suhr 等

开发的光学采样原位显微镜进行了改进。他们以

发光二极管 (LED) 作为光源，通过光纤传导，

照亮物镜前的区域。在纤维末端和石英玻璃窗之

间，存在 0.7 mm 的间隙，允许发酵液自由流动。

此外，图像获取频率和图像处理的速度也得到了

极大的发展。在 Camisard 等开发的算法中，图像

处理速度达到了 0.6 s/张[34]。目前市场上光学采样

显微镜结构简图和实物图如图 3 所示[36,41]。 

1.2  机械采样原位显微镜 
1998 年，Bittner 等[33]基于光学采样原位显 

 
 

 
 
图 3  光学采样原位显微镜[36,41] 

Fig. 3  The optical sampling ISM. (A) Structure 
diagram[41]. (B) Entity diagram[36].  

 
微镜开发了机械采样原位显微镜，其结构简图如

图 4 所示[38,45]。安装在发酵罐的前端具有透明石

英窗的不锈钢外管，可以自由移动带有直射光显

微镜的内管，一个 CCD 照相机组成显微成像系

统。在不锈钢外管的前端有可以自由滑动的密封 
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图 4  机械采样原位显微镜[38,45] 

Fig. 4  Mechanical sampling in-situ microscope. (A) 
Structure diagram[45]. (B) Entity diagram[38]. 
 
的照明系统，由一个滑块、聚光器、发光二极管

组成。采样时，电机驱动照明系统向外管的前端

滑动，从而与外管共同组成体积固定的样品小室。

在这个封闭的小室中完成样品的显微成像后，照

明系统回到原位，样品小室重新打开，封装的样

品被释放，发酵液可以自由地通过采样区。 

2007 年，Wei 等[38]在机械采样原位显微镜的

基础上对照明系统进行改进，开发出了暗场原位

显微镜。在暗场显微镜中，正常的聚光器被暗场

聚光器所取代，这样可以使显微照片的背景变得

更暗，目标细胞变得更亮，从而增加照片的清晰

度，有利于后续的细胞识别，其照明原理如图 5

所示[39]。准直透镜将 LED 光源发射的光整合成平

行光，位于准直透镜与石英玻璃窗中间的暗场聚

光器对中间部分的平行光进行限制，同时改变边

缘部分平行光的路径，使其投射于采样区的细胞。

从而光源发射出的光无法进入物镜，而被照亮的 

 

细胞发出的散射光被物镜收集，从而将细胞的图

像呈递给照相机记录。同时，在物镜与相机之间

添加一个中继透镜，通过中继透镜的二次成像，

可以使照相机记录的显微照片更清晰，有中继透

镜和无中继透镜拍摄的图像如图 6 所示[39]。 
 

 
 

图 5  暗场照明原理[39] 

Fig. 5  The principle of dark field illumination[39]. 
 

 

 
 

图 6  有中继透镜照片  (A) 与无中继透镜照片  (B) 
的对比[39] 

Fig. 6  The comparison of relay-lens images (A) and 
non-relay-lens (B)[39]. 
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2  图像处理和分析 

对图像的处理和分析是原位显微镜技术应用

的关键环节。近几十年来，随着人工智能的发展，

应用于图像处理和分析的软件及算法越来越完

善。尽管针对不同的发酵条件，其图像处理的过

程不尽相同，但是可以将其划分为 3 个部分[33]。

首先是图像预处理，其目的是消除图像捕获期间

的所有背景噪声并增加细胞和背景之间的对比

度。其次是细胞识别，这也是图像处理过程中最

核心的步骤，它的目的是将细胞像素从背景中的

非细胞像素中识别和分离出来，因此如何正确识

别细胞像素对于算法是至关重要的，在下文将详

细介绍。最后是细胞表征，通过从显微照片中分

离出的细胞像素来估计细胞的直径、形态和大小，

从而对细胞的活力进行表征。 

对于一个算法的优良性，可以用灵敏度 

(Sensitivity, SE) 和正向预测值 (Positive predictive 

value, PPV) 来进行评估[38,40]，其中灵敏度 (SE) 

表示算法能够正确识别细胞的比例；正向预测值 

(PPV) 表示算法检测到的细胞是真实细胞的比

例。高的灵敏度和正向预测值可以保证通过算法

得到的数据的真实性和可靠性。用于细胞生物量

和细胞活力表征的图像处理技术将在后文中分别

进行叙述。此外，图像的处理速度也是至关重要

的，因为在监测过程中会产生大量的显微照片，

处理速度慢就无法提供具有统计学意义的数据来

实现在线监测。在初期，Suhr 等[6]使用的图像处

理器的处理速度为每分钟一张图像。2017 年，

Belini 等[41]使用 WiT 和 MATLAB 对显微照片进

行处理，其速度为每秒 6 张图像，提高了 360 倍。 

2.1  细胞生物量检测的图像分析 
1995 年，在 Scholz 等[42]开发的算法中，包含

有 5 个步骤，分别为：1) 背景消除；2) 平滑；

3) 生成模糊敏感特征向量；4) 确定景深；5) 计

算浓度。虽然它可以对发酵液中的细胞生物量进

行检测和计算，但是不能提供关于细胞的特定信

息，而且图像处理速度很慢。随后，1998 年 Bittner

等 [33]基于机械采样原位显微镜开发出比较复杂

的算法，同时利用酿酒酵母的光学特性即酵母细

胞的细胞质具有比发酵液更高的折射率来提高算

法的准确性。作者使用两台 CCD 相机分别记录聚

焦细胞和离焦细胞，其中离焦细胞用于细胞定位，

而聚焦细胞用于细胞像素与背景中的非细胞像素

分离。细胞识别后，使用中值滤波对图像进行进

一步降噪处理从而表征细胞形态，并且构建三维

模型用于计算细胞体积。其图像分析过程如图 7

所示[33]。 

2016 年，Dias 等[43]利用 Matlab8.1 运行图像

处理算法对废水中的丝状细菌进行在线监测，图

像经过预处理、二值化、菌丝鉴定后实现菌丝长

度的量化，其中菌丝鉴定的过程如图 8[43]所示。

同年，为了实现对毕赤酵母高浓度发酵过程的在

线监测，Marquard 等[44]采用两种算法对图像进行

分析。在发酵过程的初始阶段，发酵液中的细胞

浓度低，作者使用毕赤酵母计数算法  (Pichia 

counter algorithm, PCA) 对发酵液中的细胞进行

监测。之后经过指数期，细胞生长进入到稳定期，

发酵液当中的细胞浓度很高并且聚集形成块状，

此时通过 PCA 无法获得发酵液中的细胞浓度，而

聚 类 识 别 算 法  (Cluster recognition algorithm, 

CRA) 可以解决这个问题，即通过计算块状的体

积来建立与细胞浓度之间的关系。2017 年，Belini

等[41]利用 WiT 和 MATLAB 分析酵母细胞的原位

显微图像，利用圆形霍夫转化  (Circular hough 

transform, CHT) 对近似圆形的酵母细胞进行在

线监测。此外还报道，利用原位显微镜与光纤 pO2

传感器、中红外光谱以及三维全息技术协同工作，

监测乙醇发酵过程中细胞密度、葡萄糖、乙醇等

的变化[45-47]。 
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图 7  原位显微镜图像分析过程[33] 

Fig. 7  ISM-image analysis procedure[33]. (A) Out-of-focus image of cells. (B) Binary image. (C) Position of cell 
centers in out-of-focus image. (D) In-focus image of cells. (E) Image with preliminary cell borders. (F) Image with 
smoothed cell borders. 

 

 
 
图 8  菌丝鉴定过程[43] 

Fig. 8  Images illustrating the sequence of operations for filament identification[43]. (A) Binarization. (B) 
Distance-Map. (C) Bulky removal. (D) Skeletonization. (E) Pruning. (F) RRG. 
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2.2  细胞活力表征的图像分析 
2007 年，在支持向量机  (Support vector 

machine, SVM) 的帮助下，Wei 等[38]在没有使用

任何染料的条件下实现了细胞的生物量检测和细

胞的活力鉴定。用两个不同的实验组对支持向量

机 (SVM) 进行训练，第一个实验组的细胞处于

对数期，第二个实验组为死细胞。遗憾的是，细

胞活力分类是在离线装置中进行的，无法在发酵过

程中进行实时监控。2010 年，Burgemeister 等[40]

采用相同的方法，在腺病毒 EI 基因改造的人神经

细胞系 AGEI.HN 培养过程中，利用 CellViCAM

算法对细胞的生物量和细胞的活力进行鉴定。该

算法分两步进行：首先，在图像经过预处理后，

利用 CHT 对图像中的细胞像素进行定位；其次，

利用已经建立好的 4 套训练集，分别为活细胞训

练集、坏死细胞训练集、早期凋亡细胞训练集、

晚期凋亡细胞训练集对 SVM 分类器进行训练。

同时，应用 3 级树状分类架构，用于区分显微照

片中相应的 4 个细胞状态。然而，使用细胞匹配

和圆形相似性对细胞活力进行的鉴定仅限于具有

规则细胞形态的细胞。 

除了机器学习方法之外，还可以基于不同的

细胞形态对细胞活力进行鉴定，在细胞生长最后阶

段，细胞形态的异质性就会表现出来。图 9 展示了

处于生长期和死亡期的哺乳动物细胞形态[35]。通

过对细胞形态的异质性进行表征，实现细胞的活

力鉴定。2011 年，Wiedemann 等[35]基于显微图像

细胞像素灰度值的信息熵方差和对比度差异，对

杂交瘤细胞的活力进行鉴定。旨在获得单细胞的

熵信息并计算低熵细胞的百分比，其中低熵意味

着均匀的细胞形态，高熵意味着不均匀的细胞形

态。2018 年，Marbà-Ardébol 等[48]基于非芽殖和

芽殖细胞的不同形态，对酵母细胞活力进行鉴定，

图 10 展示了酵母细胞在芽殖过程中的形态异质

性变化 [48]。利用人工神经网络 (Artificial neural 

networks, ANN) 将显微图像中的细胞像素分为

出芽细胞和非出芽细胞，同时采用训练的贝叶斯

分类器对结果进行验证。最后，根据鉴定结果计

算出芽指数，从而判定酵母细胞的活力。 
 

 
 

 
 

图 9  原位显微镜下的杂交瘤细胞图像[35] 

Fig. 9  Hybridoma cells micrograph by ISM[35]. (A) 
Growth phase cell. (B) Dead phase cell. 

  

 
 

图 10  原位显微镜下酵母细胞的芽殖过程[48] 

Fig. 10  Budding process of yeast cells by ISM[48]: 
Non-budding cells (G1); budding cells (S, G2, M); the 
overlapping cells (blue background). 
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3  原位显微镜的应用 

原位显微镜多应用于酵母细胞以及动物细胞

的生化反应过程中，仅有少量文献报道其在丝状

细菌、大肠杆菌以及藻类中的应用。 

3.1  在酵母菌培养过程中的应用 
1995年 Suhr等[6]应用光学采样原位显微镜对

酿酒酵母的发酵过程进行监控。1998 年 Bittner

等[33]同样将机械采样原位显微镜应用于酿酒酵母的

发酵过程，此后 Wei 等[38]开发出暗场显微镜并且尝

试对酿酒酵母的活力进行鉴定；Marquard 等[44]应用

不同的算法尝试将原位显微镜应用于巴氏毕赤酵

母的高密度发酵过程；Belini 等[41]将原位显微镜应

用于生物乙醇的工业生产中；Marbà-Ardébol 等[48]

利用原位显微镜来计算酿酒酵母细胞的出芽指数

从而判定细胞的活力。表 1 汇总了原位显微镜技

术在酵母菌培养过程中的应用情况。由表 1 可知，

原位显微镜在酵母细胞的生物发酵过程中应用前

景广泛。无论是高密度发酵还是工业生产，都实

现了原位显微镜的在线监测，并且在线监测数据

稳定，与离线方法的相关系数达到 0.9 以上。 

3.2  在动物细胞培养过程中的应用 
原位显微镜在动物细胞中的应用相对较晚，

直到 2002 年，Joeris 等[49]利用机械采样原位显微

镜对 CHO 细胞进行在线监测，2004 年，Guez 等[50]

利用原位显微镜对杂交瘤细胞的高密度发酵进行

在线监控。此后，Rudolph 等[37]首次将原位显微镜应

用于贴壁生长的小鼠成纤维细胞中，首先基于显微

图像开发出一种算法，分割微载体与细胞；其次基

于神经网络算法估测微载体的分段图像区域的电镀

效率和细胞定植水平；2010 年，Burgemeister 等[40]

基于 CellViCAM 算法以及半自动支持向量机 (SVM) 

训练，利用暗场显微镜对腺病毒 EI 基因改造的人

神经细胞系 AGEI.HN 进行在线监测，其算法识别

细胞的准确率达到 86%，对细胞活力鉴定的准确性

达到了 87%。因支持向量机不是完全自动，2011 年

Wiedemann 等[35]通过计算显微照片中高熵细胞的

比例判定细胞的活力。此后 Lüder 等[46]将原位显微

镜与中红外光谱连用，监测 CHO 细胞系的发酵过

程。表 2 汇总了原位显微镜技术在动物细胞培养过

程中的应用情况。由表 2 可知，在动物细胞的发酵

过程中原位显微镜是一种有力的在线监测工具，其

准确性高，并且与离线方法能够良好拟合。 

3.3  在其他细胞培养中的应用 
截至目前，原位显微镜多用于近圆形细胞的

发酵过程中，在其他形态细胞中仅有少量文献报

道。2016 年 Dias 等[43]利用原位显微镜技术量化

丝状细菌的菌丝长度；2017 年 Marquard 等[51]利

用原位显微镜对大肠杆菌 Escherichia coli 的发酵

过程进行监控；同年 Marbà-Ardébol 等[47]利用原

位显微镜与三维全息图像技术对寇氏隐甲藻

Crypthecodinium cohnii 细胞中的脂质积累进行监

测。表 3 汇总了原位显微镜技术在其他细胞培养

过程中的应用情况。 
 

表 1  原位显微镜在酵母培养中的应用 
Table 1  Applications of ISM in yeast cultivation 
Sampling  
technique 

Test  
strain 

Cell  
concentration 

Correlation coefficient 
with off-line data 

Cell viability 
classification

Image  
processing speed Reference

Optical S. cerevisiae 5×108 Agree well No 1 min/image [6] 
Mechanical S. cerevisiae 106–109 cells/mL 0.99 Yes 15 s/image [33] 
Mechanical S. cerevisiae / 0.98 Yes / [38] 

Mechanical P. pastoris 74 g/L(CRA); Below
35 g/L(PCA) All above 0.96 No 2 s/image [44] 

Optical S. cerevisiae 2×108 cells/mL / No / [41] 
Mechanical S. cerevisiae / / Yes / [48] 
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表 2  原位显微镜在动物细胞培养中的应用 
Table 2  Applications of ISM in animal cell cultivation 

Sampling  
technique Test strain Cell  

concentration 
Correlation coefficient 

with off-line data 
Cell viability
classification

Image processing
speed Reference

Mechanical CHO 9.5×106 cells/mL Agree well No / [49] 
Optical Hybridoma cells 4.5×106 cells/mL 0.99 No / [50] 
Optical Hybridoma cell 106 cells/mL Good correlations No 10 frames/s [37] 
Optical Human cell line / Accuracy 87% Yes 30–60 s/image [40] 
Optical Mammalian cells / / Yes 5 s/image [35] 
Mechanical CHO-K1 1.4×107 cells/mL R2=0.98 Yes / [46] 

 
表 3  原位显微镜在其他细胞培养中的应用 
Table 3  Applications of ISM in other cells cultivation 

Sampling  
technique Test strain Cell concentration Correlation coefficient

with off-line data 
Cell viability
classification

Image processing
speed Reference

Optical filamentous 
bacteria 

Total extended  
filament length detection / No 0.7 s/image [43] 

Mechanical E. coli 10 g/L to 70 g/L dcw All above 0.99 No / [51] 
Optical C. cohnii / / / / [47] 

 

4  总结与展望 

综上所述，原位显微镜是生物量浓度和细胞

活力鉴定的有效工具，其非侵入性和非破坏性操

作对于现代生物发酵至关重要。原位显微镜的研

发主要集中于机械设备研制和算法优化及软件的

研发。鉴于原位显微镜主要用于动物细胞和酵母

等近圆形细胞的培养过程，为拓展其应用范围，

可以从以下几个方面着手：1) 对原位显微镜的硬

件设施进行改进，如添加透镜、改进照明方式等，

以获得更加清晰的显微照片。2) 对原位显微镜的

软件进行研发，开发新的图像处理技术和算法，

提高识别效果和图像处理速度，使得原位显微镜

能够应用于更多发酵过程和更加复杂的发酵环

境。3) 增加原位显微镜的放大倍数，以便更多应

用于细菌发酵过程。随着这些新技术的开发，可

以有效促进原位显微镜技术的应用，为生物量和

细胞形态等的在线监测提供有效的工具，对发酵

过程的高效调控具有一定意义。 
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