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基于机器视觉的高通量微生物克隆挑选工作站研制及应用

张建康1，2，王文君1，2，郭洪菊1，2，白北辰1，2，张亚飞1，2，袁征1，2，李彦辉1，2，李航1，2

（1 生物芯片北京国家工程研究中心， 北京 102206； 2 博奥生物集团有限公司， 北京 102206）

摘要：微生物克隆挑选是基因工程生物实验中的关键环节，需要从生长有大量菌落的培养皿中将符合质量要求的

单克隆菌落准确、快速挑取出来并接种到培养基中，以便进一步扩大培养或检测。在高通量实验中，克隆挑选环

节任务量大、记录繁复、容易交叉污染，依靠人工操作难以在短时间准确完成。针对这一难题，本项目成功研制

出一种自动化克隆挑选工作站，通过菌落图像的深度学习实现克隆定位和筛选，并利用机器人技术完成挑取-接

种-清洗-高温灭菌过程。在所研制的可视化工作界面中，工作站系统能够个性化编辑适用于多种微生物克隆的多

项实验操作流程。通过样机验证实验结果，证明了所研制系统和方法的可行性和有效性，为高通量实验室自动化

发展提供了有效工具和有益实践。
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Abstract: Microbial clone picking, a crucial step in genetic engineering and biological experiments, involves the 

accurate and rapid isolation of single colonies with desired characteristics from petri dishes teeming with numerous 

clones, followed by their inoculation into culture media for further propagation or analysis. In high-throughput settings, 

this task becomes burdensome due to its vast volume, complex record-keeping requirements, and the risk of cross-

contamination, rendering manual operations impractical for achieving timely and precise results. To address this 

challenge, we present the design and manufacture of an automated clone picking workstation that performs efficient 

clone picking using 96-channel pneumatic pick-up pins, eliminating the need for consumables. The pins can be reused 

after ultrasonic cleaning and sterilization at high temperature following the previous picking cycle, making it more 
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economical and environmentally friendly, compared with other methods that use disposable pipettes or picking needles. 

The pins can be replaced to adapt to different types of bacterial strains to meet various experimental requirements. The 

grab integrated on the picking head can rotate 360° and transfer the plates to different work positions.In the aspect of 

colony detection, the photos are automatically taken by an optical system, and the positioning and screening of colonies 

are achieved through the deep learning of numerous colony images by the software, which was designed independently. 

The precision image recognition technology is coupled with robotic and automated control technologies to enable 

seamless processes for picking, inoculating, cleaning, and drying. The High-Efficiency Particulate Air Filter and 

ultraviolet sterilization prevent cross-contamination, ensuring the experimental environment meets the required 

standards. This workstation is equipped with an independent operation computer and has developed a set of user-

friendly software that enables personalized editing of multiple experimental protocols tailored to diverse microbial 

clone types. It can also communicate with external devices via TCP/IP protocols, facilitating the integration for 

conducting experiments such as fully automated synthetic biology. The validation experiment of bacterial colony 

picking was conducted by a prototype machine to test the selection efficiency. The success of the experiment suggests 

that the proposed system and method are feasible and effective, offering a valuable tool and a practical approach for the 

automation development of high-throughput laboratories.

Keywords: automation platform; deep learning; clone picking; machine vision; synthetic biology

高通量筛选技术因其高效率、低人工的显著优

势，在合成生物、药物研发等领域得到了快速发

展［1-3］。克隆挑选是涉及基因工程的生物实验的关键

环节之一［4-6］。在克隆挑选过程中，需要从生长出大

量菌落的培养皿中，使用尖头物体将符合质量要求的

单克隆菌落挑取到培养基或培养液中进行接种，以供
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进一步检测或者扩大培养。该任务属于重复性劳动，

在高通量实验中占用大量人力和时间，容易产生操作

失误、记录错误和交叉污染，影响实验结果［7-9］。

随着自动化技术和人工智能技术在生物实验

室中的应用，各类辅助实验操作的自动化装备已

经能够帮助实验人员完成诸如移液、传递、离心

振荡等重复性高精度操作［10-11］。然而，克隆菌落生

长位置不固定，不同菌种的生长特性各异，不同

的生长培养环境也可能导致克隆菌落的形态特征

差异巨大，为自动化目标菌落识别方法的设计带

来挑战。克隆操作还面临多样化操作流程适配、

严格清洁和灭菌等需求，需要装备设计中进行通

用化考虑。此外，克隆挑选工作站还应该能够配

合自动化工作平台中的其他设备共同运行，完成

流程链条更长、更复杂的完整实验任务。

近年来，国外实验室自动化设备研发和制造

单位如美国 Hudson Robotics 等公司推出部分能够

开展微生物克隆挑选的自动化系统，这些系统采

用不同的工作原理完成菌落的获取和释放。在菌落

克隆获取方式方面，英国KBiosystems公司推出的

自动克隆挑选系统K6采用32道独立控制气动挑针，

垂直穿透培养基蘸取菌落，最大可适配 220 mm×

220 mm方形培养皿。该设备功能较为完备，但体

积较大，需要手工进行物料准备和开闭柜门，仅

适合作为独立设备放置于实验室内，不易与自动

化平台进行集成。在功能区布局方面，典型的如

美谷（Molecular Devices）公司，由于进入行业比

较早，技术和实验数据积累雄厚，其 QPix 400 系

列克隆筛选系统兼具菌液涂布与挑取功能，按照

工作轨迹将工作空间规划为微孔板栈、涂布板位、

挑取板位、接种板位和清洁区。该系统清洁区设

置有 3个毛刷清洗槽和 1个卤素灯烘干槽，可为选

配的 24、96 或 384 通道挑针提供统一清洁作业，

而且有大量实验应用［12］。在挑针形式方面，除个

别系统采用一次性移液吸头作为挑针，无需进行

挑针清洁外，大部分克隆挑选系统采用气动组件

控制不锈钢挑针阵列，垂直获取和接种菌落，以

此节约耗材用量、降低运行成本。Hudson Robotics

公司 RapidPick MP 系统采用独特的旋转机构，将

20枚挑针分布在盘状结构圆周上，逐一进行克隆

挑取，并实现挑取、接种、清洁的同步进行［13-15］。

在菌落成像方式方面，SciRobotics公司 Pickolo 克

隆挑选系统可按需配备可见光成像系统或荧光成

像系统。可见光光源位于培养皿底部，用于荧光

团激发的外部照明位于培养皿上方。当采用荧光

照明时，需在工业相机镜头前安装荧光滤光片。

该系统配备灵活 8 通道挑针，每轮次可依次获取

8个克隆菌落。系统结构较为紧凑，无固定大小和

布局，一般用于集成在指定品牌的自动化综合工

作站中。在菌落操作功能方面，部分系统支持通

过流程设计控制定位机构运动，在基本接种外，

实现双接种、复制、重排等多样操作。

国内大部分厂家的设备都采用吸头挑选的方

式，北京化工大学张依朗研制了一款 32通道带挑

针的克隆挑选系统［16］，但与 96通道相比，挑针数

量偏少，如需挑满一块SBS标准的整板 96孔菌落，

一个流程需要清洗灭菌 3次，这势必影响其在高通

量挑选实验中的效率。

本研究设计了一款克隆挑选工作站，采用 96

通道免耗材气动挑针设计，降低了使用成本，同

时开发自主知识产权的机器视觉算法，提高了菌

落识别的准确度和挑取准确率。下文将介绍自动

化工作站的系统整体设计、基于机器视觉的微生

物克隆菌落识别方法、系统交互与自定义工作流，

并通过实验研究，验证系统的可行性和有效性。

1 工作站系统整体设计

面对自动化工作平台的克隆挑取需求，克隆

挑选工作站需要在有限的仪器台面上，尽可能紧

凑地实现多样克隆操作。

自动化生物实验操作的对象为符合 Standard 

Block Size （SBS）标准尺寸的实验室微孔板或深

孔板，常见孔数为 24～384孔。微生物克隆的挑取

数量较多，且常见挑针尖端直径在 0.2～2 mm，为

最大限度保证仪器的通用性，同时降低使用中的

耗材成本，工作站核心部件采用 96根不锈钢挑针

阵列设计。围绕挑针阵列，开展工作站系统整体

设计。所设计克隆挑选工作站的整体形态如图 1所

示，其外部尺寸为 1230 mm （长） ×830 mm

（宽）×1240 mm（高），结构紧凑，能够适用于常

见实验室台面和自动化整合平台空间。
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1.1 工作站系统构成

克隆挑选工作站整体可分为成像子系统、挑

取子系统、清洁子系统、物料传递子系统、环境

控制子系统、系统控制软件等 6 个部分，如图 2

所示。

成像子系统在定制光源环境下对生长有克隆

菌落的培养皿进行高清晰度光学成像，图像传输

至计算机进行自动分析，定位符合条件的目标菌

落位置。挑取子系统使用可独立控制的 96挑针阵

列，沿X-Y-Z空间导轨运动到目标菌落上方后，弹

出对应挑针蘸取菌落，之后运动到接种板进行洗

脱接种。清洁子系统对使用后的挑针阵列进行清

洁和灭菌。先后使用 2个分别盛装有 1%次氯酸钠

和 75% 酒精的超声波清洗槽进行清洁，再使用卤

素灯进行高温灭菌和挑针烘干。待挑针冷却后，

即可进行下一轮工作。物料传递子系统通过电动

夹爪将菌板、接种板等物料转移到预设的板位上，

并支持取放板盖操作。为配合自动化工作平台的

其他设备，物料过渡板位采用旋转设计，适配从

孔板的宽、窄两个方向进行夹取。环境控制子系

统为高效微粒空气过滤，工作区为正压环境，同

时设计紫外灭菌控制，为克隆挑选工作站提供洁

净的工作环境。系统控制软件对工作站各运动部

件进行控制。通过预先编辑的流程文件，可实现

板位配置、时间控制、克隆形态条件设置、挑取

模式和接种模式设置等。系统软件既支持带有用

户交互界面的单机模式，也支持通过数据接口的

远程调用运行。

1.2 运动机构和电气控制设计

在克隆挑选工作站的主要工作空间内，由X-Y-

Z丝杠导轨驱动挑针模组进行运动，运动模组选用

精密传动模组，其中 X、Y 轴重复定位精度在

0.005 mm，Z轴重复定位误差 0.02 mm。为节约不

必要的运动部件，电动夹爪、高清工业相机、超

声距离传感器与挑针模组全部集成在同一基座上，

同时运动。其中夹爪Z轴（竖直方向）通过独立设

计的导轨实现独立的升降运动。

工作站由上位控制计算机发送指令，控制基

于 PLC 的主控电气电子电路，完成对各个作动部

件的控制。各传感器信号数据经由 PLC接口，回

传至上位控制计算机。另外，部分部件经由计算

机串口进行连接和控制。其电气控制系统原理图

如图3所示。

1.3 工作区设计

克隆挑选工作站工作区采用板位阵列设计，

按照工作流程顺序依次分为挑取区、接种区和清

洁区，可同时满足 3块培养皿的克隆挑取任务。如

超过板位数量的挑取任务，可由外部机械臂与工

作站夹爪配合，进行物料的转移调度，实现连续

挑取。

挑取板位的照明采用电激荧光发光片实现，

图图2　克隆挑选工作站系统构成

Fig. 2　System composition of clone picking workstation

图图1　克隆挑选工作站整体形态

Fig. 1　Overall form of clone selection workstation
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位于板位底部。相比传统 LED光源，具有光线均

匀、尺寸灵活、厚度极小、不产生热量的优势，

非常适合提供观察克隆菌落需要的稳定光线条件。

清洗区采用 40 kHz 超声振荡方式完成挑针清洁，

相较毛刷清洁具有速度快、清洁彻底、不产生残

留、无需更换配件、易于维护的优点。经实验测

试，挑针在超声清洗其中，仅需 5 s即可实现全部

可见沾染物的有效剥离。此外，烘干板位的卤素

灯可产生 300 ℃以上的高温，实现对挑针的有效灭

菌与干燥。工作区的平面图如图4所示。

2 基于机器视觉的微生物克隆菌落识别

在培养皿中生长的微生物克隆菌落具有形态多

样、颜色不一的特点，传统图像处理方法识别菌

落［17-21］主要通过对图片进行阈值分割、Canny算子

边缘检测等计算，二值化后计算形态学参数 ［22］计算

得到每个菌落的形态参数和位置。判别菌落是否合

格主要依据形态学参数：菌落直径、圆形度、轴比、

邻近度等限制条件，最终辨别获得符合挑取要求的

菌落信息。然而，菌落经常出现连体生长、连片生

长等情况，培养皿底面可能存在文字标记、水汽液

滴，菌液涂布过程中的操作不当还可能使图像中出

现成片痕迹，同一菌种在不同生长条件下产生的菌

落也存在较大差异，如图 5所示。传统图像处理方

法即便采用自适应阈值计算也很难适应这些复杂现

象，导致有效菌落的识别准确率降低，需要对每张

图片参数进行人工调节。

为解决上述问题，软件设计过程中通过大量

文献调研［23-27］及测试实验，最终使用一种基于深

度学习与传统图像算法相结合的微生物克隆菌落

识别方法。数据主要来自多种培养条件和不同照

明条件下的真实菌落图片，进行菌落的标注，通

图图3　电气控制系统原理图

Fig. 3　Electrical schematic diagram

图图4　工作站工作区平面图

Fig. 4　Arrangement of the work area for the clone 

picking workstation
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过分割网络对训练集进行学习，建立二分类分割

模型，实现自适应的克隆菌落识别模型。该方法

具有准确率高、图像质量容忍度宽的优势，无需

人工确认结果，自动完成克隆菌落识别和分类。

同时为保证整个系统识别的全自动化，系统实现

了培养皿内边框的自动识别模型，通过对圆形、

方形培养皿的边缘自动计算，保证系统中挑针运

行的安全性。

2.1 微生物克隆菌落图像识别参数

微生物克隆菌落图像识别过程包括两个步骤：

第一步图像中每个菌落区域分割；第二步菌落形

态参数计算及辨识合格菌落。菌落定位识别流程

如图6所示。

菌落区域分割在系统中是最关键的步骤，本

系统主要针对真实培养出的克隆菌落进行识别挑

选，真实样本中菌落直径从 0.2 mm至 30 mm都需

准确地识别出菌落区域，通过文献调研得知在医

学或生物图像分割网络中［28-30］表现能力突出的包

括 UNet 和 ResUNet 及其变种，根据文献［31］提到

ResUNet++在肠镜检查图像的语义分割结果上表

现突出，ResUNet++从网络结构上通过使用条件

随机场（conditional random field，CRF）和测试

时间增强（test-time augmentation，TTA）提升了

整体的预测能力，并且使用了 Attention 注意力模

块。本系统通过使用 ResUNet++网络学习识别菌

落图像。

菌落形态参数在不同克隆挑选工作站系统中

筛选标准不尽相同，主要参数包括：菌落大小、

图图5　菌落图像存在的各类影响识别的问题

Fig. 5　Problems existing in colony images that 

affect recognition

图图6　菌落识别定位流程图

Fig. 6　Flowchart of colony identification and location
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圆形度、邻近度、轴比、分离度或者紧致度、颜

色等参数。圆形度主要判别菌落形态是否是圆形，

正常情况菌落是圆形，非正常情况菌落边缘不光

滑，圆形度越接近 1质量越好；轴比也判别菌落形

态的参数，主要计算菌落区域长轴与短轴的比，

轴比的值越大越好；邻近度的值是判别菌落之间

的邻近程度，也就是克隆挑取时是否能保证不接

触到其他菌落，不同系统根据运动精度、挑针大

小及不同菌株而筛选邻近度的值。紧致度主要辨

识每个菌落表面分布是否均匀，合格的菌落每个

菌落表面分布均匀；颜色只要辨识菌落颜色深浅

及是否带“光晕圈”，主要是针对带荧光菌落的颜

色辨识；本系统主要针对大肠杆菌、酵母菌菌株

依据数据筛选出合适的菌落形态参数。

2.2 基于深度学习的克隆菌落识别和定位

2.2.1 培养皿识别模型

为了保证机械运行系统在挑取菌落时处于安

全状态，避免与培养皿边缘碰撞，软件系统首先

对培养皿的内外边缘进行识别（图 7），确保挑针

在培养皿边缘内运行，同时只识别培养皿内的菌

落提升工作效率。培养皿的识别与菌落识别采用

相同的 ResUNet++语义分割网络模型，挑选圆形

和方形培养皿训练样本量 132 张，图像 Resize 为

256×256 大小，直接输入到模型中，对训练过程

调整了训练参数，准确率和 Loss 曲线如图 8 所

示。测试培养皿 52 张，计算测试集语义分割的

IOU，取大于 0.70 的阈值计算准确率达到 100%。

培养皿分割模型针对真实图像分割的效果图如

图 9所示。

2.2.2 克隆菌落识别

菌落在培养过程中的不同阶段呈现出不同的

形态，而且实验员会在培养皿上标注字迹，实验

过程中有时也会出现污染印记，或者有杂质点，

为了保证真实实验过程中，系统能准确识别出质

量优的菌落，采用了语义分割网络对菌落区域进

行像素级别的分割，主要判别菌落是否合格和计

算形态学参数使用。系统兼容 3664×2748和 4000×

3000两种像素尺寸的图像，系统根据自制定标图

例计算图像分辨率为 0.033 mm，准确计算图像分

辨率对于保证图像识别后控制运动机构到目标位

置挑取合格菌落至关重要。

2.2.3 建立训练集

由于真实实验数据拍摄的是一张大图。标签

制作是标记的大图，共标记样本量大图 38张，网

图图8　Dish-训练曲线

Fig. 8　Dish training curve

(a) 圆形

(a) circular

(b) 长方形

(b) rectangle

图图7　培养皿

Fig. 7　Petri dish
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络模型要求图像输入尺寸是 256×256像素，采用有

重叠的滑动窗口方式将完整菌落图片及其掩码图

裁剪成图像块，在大图像块及其掩码图像块上有

覆盖的滑动窗口裁剪小图像块和小图像块掩码，

滑动窗口步长为 100，小图像块尺寸为 256×256像

素。从裁剪的小图像块中挑选模型的训练集和验

证集，将挑出的训练集小图像块生成训练数据集，

将小图像块对应的掩码图像块生成训练标签集。

数据集的分布情况见表 1，表中第二列为训练集样

本量：大图 34张，挑 256×256图像块 5160张；第

三列为测试集样本量：大图 4张，256×256图像块

1466张。训练集按照训练数据∶验证数据 4∶1的

比例划分，训练得到菌落训练曲线如图 10 所示，

epoch=500，图中Loss从 1.6降到 0.8左右，准确率

最终达到 0.92。菌落语义分割模型推理生成灰度图

像如图 11 所示，利用图像分割模型测试测试集，

IOU为 0.75，由于测试样本里只标注了菌落，没有

标注灰尘等其他，基本不存在假阳性，模型的假

阴性率是0.16。

根据菌落语义分割模型生成的灰度图像，计

算图像中每个菌落的形态参数，主要参数包括：

菌落大小、圆形度、邻近度、轴比等。依据系统

的需求建立菌落辨识参数阈值。根据形态参数阈

图图9　培养皿识别标注

Fig. 9　Identification and labeling of petri dishes

表表1　　数据集分布情况

Table 1　　Distribution of the dataset

数据集

Data set

完整菌落图像

Complete colony images

挑选出小图像块

Small image blocks selected

训练集

Training set

34

5160

测试集

Test set

4

1466

图图10　菌落-训练曲线

Fig. 10　Colony-training curve
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值辨识出合格菌落、不合格菌落（半径不合格、

圆形度不合格、邻近度不合格等）用不同颜色标

示，图 12中绿色小圈表示合格菌落。此外，挑针

对不同大小菌落的克隆挑取精度和准确度与挑针

模组 X、Y、Z 的运动精度有关，关于精度已在文

中运动机构部分给出数值，可满足挑针在邻近度

参数阈值内精确挑取。

3 系统交互与自定义工作流

为便于用户操作，克隆挑选工作站采用带有

交互界面的上位控制计算机软件进行控制。同时，

软件系统设计了控制接口，克隆挑选工作站整体

可以作为一部设备集成在自动化工作平台中，接

受平台主控计算机的调用，并反馈设备运行状态。

3.1 用户交互界面和自定义工作流

用户交互界面为操作者提供可视化的设备控

制和状态监测功能，分为流程管理、位置标定、

用户管理、系统设置四个分界面，如图13所示。

流程管理界面提供设备单次运行的流程编辑

功能。用户可以根据实验需求，自行配置实验物

料的板位位置，按照作业顺序搭建任务序列，如

挑取、接种（洗脱）、清洁、烘干等，并对每个任

务进行个性化配置，如挑取数量、接种循环数、

运行速度、清洁时间、高温灭菌时间等。设计完

(a) 原图

(a) Original image

(b) 灰度图像

(b) Grayscale image

图图11　推理生成灰度图像

Fig. 11　Grayscale image generated by reasoning

(a) 原图

(a) Original image

(b) 最终判别结果(图中绿色圆圈为合格菌落)

(b) Reconized results (the green circles in the figure are qualified)

图图12　合格菌落识别

Fig. 12　Identification of qualified colonies
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成的流程可以进行保存，便于相同实验再次运行时

载入运行，同时提供实验运行过程控制功能，如开

始、暂停、停止。位置标定界面为新机调试提供全

面详细的参数设置功能，一般仅面向工程师开放设

置权限。设备的作动部件数量较多，各自由度电机、

夹爪、旋转板位、挑针等均需要进行精确的位置标

定，以达到与各个板位位置的良好配合。X-Y-Z空间

位置支持标定精度为0.1 mm，旋转自由度标定精度

为 0.1°。用户管理界面一般面向管理员开放设置权

限，可在此界面为实验人员创建新账户，设置登录

密码、修改密码。系统设置界面为用户提供克隆挑

选工作站系统内独立模块的单独控制，如转台控制、

仓门控制、过滤风机控制、图像采集控制、板位背

光控制、高温灭菌控制、超声波清洗控制、紫外灭

菌、挑针控制，以及挑选参数和洗脱参数设置。

3.2 外部接口设计

克隆挑选工作站支持通过 TCP/IP协议网络进

行远程控制。在外部控制模式下，系统无需启动

交互界面，仅通过控制指令实现操作。工作站的

外部接口支持是本系统与市面上其他设备的重要

不同之一，也是自研自动化系统的独特优势所在。

大部分实验室自动化设备，如离心机、封撕

膜机、振荡模块、PCR 仪等，能够支持以命令行

形式发送的指令代码，但该控制方式仅适用于简

单操作命令，类似于“面向过程”的控制方式。

工作站既能够支持单独作动部件的运动功能，也

能够如 3.1节所述，支持任务序列的连续执行。考

虑到实验人员的理解习惯，系统外部接口设计采

用类似于“面向对象”的控制方式，通过方法文

件的传递（.med文件），向工作站一次性发送包含

内在逻辑的任务序列，由工作站进行解码并完整

执行，无需对每个参数变量进行单独设置。该方

式更加符合真实实验中对克隆挑选环节的功能预

期，最大程度降低了实验人员的编程难度，同时

保持了使用交互界面操作和使用接口操作的一致

性。当仅需要工作站完成简单动作时，方法文件

图图13　用户交互界面设计

Fig. 13　UI design
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中的任务序列仅包含一条命令即可。同样地，设

备运行状态也无需通过反复查询的方式获取。软

件系统将设备运行状态自动存放在数据管理库中，

上位系统软件可根据需要随时进行提取。控制接

口设计框架如图14所示。

本设计研究的克隆挑选工作站还可实现模块

化扩展，连接转板机械臂、移液工作站、核酸提

取等设备，实现克隆挑选与液体分装、DNA提取

协同，自动化完成DNA组装与克隆挑选。

4 克隆挑选实验验证

为验证所研制系统和方法的有效性，在搭建

的原型样机上初步开展酵母菌落的克隆挑取实验，

并从挑取准确率、灭菌效果等方面对系统性能进

行评估。

实验以完成对生长有酵母菌落的培养皿进行

96个克隆挑取为任务目标，在系统软件中建立典

型菌落图像识别-挑取-接种-清洁高温灭菌实验流

程任务序列。系统初始化完成后，首先将培养皿

放置在挑取板位上，对培养皿进行图像采集和图

像分析，然后使用挑针阵列完成 96 个克隆挑取，

接种至预加注 1000 μL培养液（常规YPD培养基）

的深孔板中，最后挑针阵列先后进行 2次超声清洁

和高温灭菌，流程结束。其中，单次超声清洁时

间为 5 s，高温灭菌烘干时间为 80 s。完整克隆挑

选流程如图15所示。

图图14　工作站控制接口框架

Fig. 14　Control interface framework of the workstation
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4.1 克隆挑取准确性

准确的克隆挑取受到图像识别精度、坐标转

换精度、硬件装配精度、摄像头的视场偏差等综

合影响，各个影响因素产生的误差会产生累加。

通过对系统进行精确标定，能够消除系统误差。

为检测实际挑取过程中目标克隆是否被挑针有效

挑取，对挑取前、后均拍摄一帧高清图像，对目

标克隆菌落位置进行放大比对，原菌落位置在挑

取后出现培养基破损导致的放射状挑针孔，且菌

落形状不再完整的，可记为有效挑取，如图 16所

示。实验中，挑取前培养皿图像共识别到各类克

隆菌落 8053个，其中符合挑取条件的克隆菌落有

101个，选择其中的 96个菌落作为目标菌落，挑取

后，全部 96个目标菌落均被有效挑取，挑取准确

率达到100%。

4.2 培养和灭菌效果

挑取作业后，挑针阵列在接种板内上下洗脱

5次。使用硅胶密封盖对接种板进行封口，并转移

至振荡培养箱中（型号：THZ-C 恒温振荡器，苏

州培英实验设备有限公司），在30 ℃，220 r/min转

速下培养 48小时。根据培养后深孔板各孔内培养

液浑浊情况，判断接种是否有效。实验中，96个

孔内培养液全部变浑浊，如图17所示。

图图15　克隆挑选过程

Fig. 15　Clone picking process
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此外，还开展了灭菌效果验证实验，分为实

验组和对照组，实验组挑针未做清洗灭菌，直接

接种至加有培养基的深孔板中。作为对照组，先

后使用 2个分别盛装有 1%次氯酸钠和 75%酒精的

超声波清洗槽进行预清洁，再使用卤素灯进行高

温灭菌和挑针烘干。待挑针冷却后，再次接种至

加注有培养基的深孔板中，密封后与实验组同步

进行培养。实验中，实验组检出浑浊物，对照组

未检出浑浊，证明了所采用的清洁方式和灭菌时

长的有效性。实验结果如图18所示。

5 结 论

本研究成功实现了基于机器视觉的高通量微

生物克隆挑选工作站，通过融合自动化控制、高

精度视觉定位与智能算法，显著提升了微生物克

隆筛选的效率和准确性，实验结果表明，该工作

站具备以下核心优势：

图图16　挑取前、挑取后的图像对比

Fig. 16　Image comparison before and after picking

图图17　深孔板孔内含菌落培养液

Fig. 17　Deep well plate containing colony culture medium

(a) 实验组

(a) Experimental group

(b) 对照组

(b) Control group

图图18　灭菌效果验证

Fig. 18　Verification of sterilization effect
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①高效性与稳定性：通过采用深度学习与图

像算法相结合的微生物克隆菌落识别方法实现了

菌落的快速识别与定位，识别准确率最高可达

100%，挑取准确率不低于 98%，最高可达 100%，

同时高精度 96气动免耗材挑针模块确保了挑选动

作的精度、操作稳定性。

②设备兼具环保性与经济性：与使用一次性

吸头相比，按照年工作 260天，日挑选 1万个菌落

计算，年节省吸头（260万个）的CO2排放当量可

达 12吨［32］（文献分析每吨塑料全生命周期碳排放

可达 2.3 吨 CO2），年节省成本不低于 26 万（按单

个吸头0.1元计算）。

③应用价值：本工作站在合成生物学、药物

开发及微生物筛选领域具有重要应用潜力，通过

减少人工干预，降低了样本污染风险，还为大规

模克隆库构建提供了解决方案。

④通过数据对比表明本研究设计的挑克隆工

作站，在图像分辨率、菌落识别准确度、克隆挑

取准确率各方面已经达到国外产品QPix的相近水

平（表 2 是市面上可见的几款挑克隆工作站的

对比）。

针对以上研究结果，未来在深度学习与图像

算法方面将继续优化，增加多样性样本的训练，

特别是高密度、模糊和粘连的菌落，可以在分割

网络前端加入轻量级超分辨率子网络，提升输入

图像质量再进行分割，提高复杂菌落识别的准

确率。

最后，本研究通过跨学科技术整合开发，验

证了基于深度学习的机器视觉技术在微生物高通

量筛选中的重要价值，为生命科学研究的自动化

与智能化转型提供了可复用的技术基础，具有显

著的科学意义与产业推广价值。
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表表2　　本设备与其他3款克隆挑选工作站的技术参数对比

Table 2　　A comparison of technical parameters of this device with other three clone picking workstations

设备型号

QPix 420

Hedylax T200智能微生物

菌落挑选工作站

全自动菌落挑选工作站

G3000

本设备

通道数量

96

单通道或8通道

2或4

96

挑取

方式

挑针

吸头

挑针

挑针

CCD分辨率

/(Pixel/mm)

22

—

—

30

菌落识

别尺寸/mm

≥ 0.1

—

≥ 0.5

≥0.2

菌落识别

准确度/%

0.5～0.7mm

菌落，>97%

—

—

≥ 98%

挑取

准确率/%

＞ 98%

≥ 98%

1 mm以上

98%

≥ 98%

有效像素

/万

500

2500

600～

2000

1000
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