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摘 要：目的　对植物源食品中菌落总数的测定结果进行不确定性评定，确保检测结果的准确性。方法　按照食

品安全国家标准 GB 4789. 2—2022 的方法，采用平板计数琼脂培养基和测试片分别测定植物源食品中菌落总数，

对引入的不确定度分量进行评定，最终分别合成植物源食品在平板计数琼脂培养基和测试片上菌落总数测定的不

确定度。结果　在置信概率为 95% 时，植物源食品在平板计数琼脂培养基和测试片上菌落总数测定结果的扩展不

确定度分别为 0. 045 863 和 0. 049 436，测定结果区间范围分别为 7. 0×103~1. 1×104 和 7. 0×103~1. 2×104 CFU/g。
结论　植物源食品在平板计数琼脂培养基和测试片上菌落总数测定结果差异不大，针对各自评定数据可对试验样

本进行结果判定分析。建议实验室通过提升自身检测能力来降低不确定度分量的引入，为植物源食品的生产、检

验和监督等方面提供坚实有力的技术保障。
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Evaluation of the uncertainty in measurement of the aerobic plate count in the 
plant-derived foods

QU Shichao， XU Wenying， XUE Weifeng， CHU Yingqian， QI Xin
（Technology Center of Dalian Customs District, Liaoning Dalian 116000, China）

Abstract： Objective　To ensure the accuracy of the results in such products， the uncertainty of the aerobic plate count 
in the plant-derived foods was evaluated. Methods　 In accordance with the national standards for food safety GB 4789. 2—
2022， the aerobic plate count in plant-derived foods was determined by plate count agar medium and test sheets.  The 
introduced uncertainty components in the experiments were evaluated until the synthetic uncertainties of the aerobic plate 
count in the plant-derived foods on plate count agar medium and test sheets were calculated respectively. Results　As the 
confidence probability was 95%， the extended uncertainties of the aerobic plate count in the plant-derived foods on plate 
counte agar medium and test sheets were 0. 045 863 and 0. 049 436， respectively.  And the confidence intervals of the 
measurement result were 7. 0×103-1. 1×104 and 7. 0×103-1. 2×104 CFU/g. Conclusion　 The uncertainties of the aerobic 
plate count in the plant-derived foods on plate count agar medium and test sheets have no significant difference between 
them.  According to the evaluation data， the results of the test samples can be judged and analyzed.  It is suggested to 
improve in-house detection ability to reduce the introduction of uncertainty.  It will provide strong technical support to 
production， inspection and supervision of the plant-derived foods.
Key words： Plant-derived foods； aerobic plate count； uncertainty； evaluation； medium

随着我国社会经济的快速发展，人们日益关注

科学、营养的饮食方式。大量流行病学及实验研究

已证实，植物中的许多有效成分在预防慢性疾病或

维持健康方面发挥着重要作用［1］。近年来低脂肪、低

热量、低胆固醇的植物源食品已成为人们生活中的

新宠。安全、健康、绿色、天然是食品发展的主旋律。

食品安全问题关系到民生大计，严把食品安全

质量更是相关部门的重要职责。植物源食品多由

粮食、豆类、坚果等原料制成，在生产、加工和流通

等各个环节极易受到微生物污染而引起食源性疾

病的发生，严重影响人类的身体健康。通过对食品

中微生物的检测，可如实反映出产品卫生状况及被

污染程度。其中，菌落总数的测定作为国家食品检
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验的强制性检测项目之一，在卫生学评价中具有重

要的意义［2］。由于微生物在食品样品中的分布存在

不均匀性和分散性，同时由于生物检测工作的特殊

性，菌落总数测定过程中会存在诸多的不确定性，

导致测定结果和真值之间将存在一定误差［3-4］。为

保证数据的可靠性和准确性，直接反映检测质量的

高低和内部质量控制效果，对测定结果进行不确定

度评定是非常必要的［5-6］。

测量不确定度评定作为提高测量结果质量的

关键因素，在检测和校准实验室进行能力或资质认

证时占据非常重要的地位［7-8］。 CNAS-CL01：2018
《检测和校准实验室能力认可准则》［9］中明确规定开

展检测的实验室应对测量结果进行测量不确定度

的评定。CNAS-CL01-A001：2022《检测和校准实验

室能力认可准则在微生物检测领域的应用说明》［10］

中更是明确规定，实验室对于定量（平板计数法）的

微生物检测方法应进行不确定度评定，识别测量不

确定度的贡献并估算测量不确定度。可知对测量

不确定度的评定是检验检测实验室现在必备的能

力之一。

本 文 以 植 物 源 食 品 为 研 究 对 象 ，按 照 GB 
4789. 2—2022《食品安全国家标准  食品微生物学检

验  菌落总数测定》［11］方法与评定测量不确定度的相

关规定要求，分析其菌落总数测定过程中具有影响

的不确定度分量来源，通过计算使用平板计数琼脂

培养基和测试片的菌落总数合成不确定度及扩展

不确定度，建立植物源食品在不同培养基上的菌

落总数测定结果不确定度的评定方法，为植物源食

品中菌落总数的精准测定提供坚实有力的技术

保障。

1　材料与方法

1. 1　植物源食品

同批次某品牌燕麦植物粉共计 20 份，为本实

验室送检样品。

1. 2　主要仪器与试剂

拍击式均质器（400 sw，法国 Interscience）；恒温

恒 湿 培 养 箱（KMF 7. 2，德 国 Binder，校 准 温 度

36 ℃）；高压蒸汽灭菌锅（CL-40 M，日本 ALP 公司）。

平板计数琼脂（北京陆桥技术股份有限公司，

批号：220402）；菌落总数测试片（山东美正生物科

技有限公司，批号：20220602）；磷酸二氢钾（分析

纯，国药集团化学试剂有限公司）。

1. 3　方法

1. 3. 1　菌落总数的测定

实验室送检燕麦植物粉为预包装粉末状产品，

同一名操作人员在同一试验环境条件下按照 GB 
4789. 2—2022《食品安全国家标准  食品微生物学检

验  菌落总数测定》［11］标准方法进行植物源食品中菌

落总数的重复性测定，并严格按照国家标准流程

进行实验操作。其中 10 份使用平板计数琼脂培养

基进行试验，另外 10 份使用菌落总数测试片进行

试验。试验具体操作为称取 25 g 样品置于盛有

225 mL 无菌磷酸盐缓冲液的无菌均质袋中，使用拍

击式均质器拍打 2 min，制成 1∶10 样品匀液。按照

10 倍稀释法进行逐级稀释，不同稀释度吸取 1 mL
样品匀液于无菌平皿或测试片中，每个稀释度做两

个无菌平皿或测试片。同时分别吸取 1 mL 空白稀

释液加入两个无菌平皿或测试片内作为空白对照。

无菌平皿中及时注入 15~20 mL 冷却至 46 ℃~50 ℃
的平板计数琼脂培养基，并转动平皿使其混合均

匀，待凝固后将其倒置于培养箱中，测试片按照说

明书要求进行操作。36 ℃条件下培养 48 h 后进行

菌落计数。

1. 3. 2　菌落总数不确定度评定方法

以 JJF 1059. 1—2012《测量不确定度评定与表

示》技术规范［12］、SN/T 4091—2015《食品微生物学

测量不确定度评估指南》［13］和 GB/T 27420—2018
《合格评定  生物样本测量不确定度评定与表示应用

指南》［14］为指导性文件，对测试过程产生的不确定

度 A 类评定和 B 类评定进行分析，最终确定植物源

食品中菌落总数的合成标准不确定度。

1. 3. 3　菌落总数结果计算

选取菌落数在 30~300 CFU 之间的稀释度进行

计数。若只有一个稀释度的菌落数在适宜计数的

范围内时，计算两个平行菌落数的平均值，再乘以

相应稀释倍数。若有两个连续稀释度的菌落数在

适宜计数范围内时，按公式计算结果。

N = ∑C
(n1 + 0.1n2 )d

式中：N 表示样品中菌落数，CFU/g；∑C 表示平板/

测试片（含适宜范围菌落数的平板/测试片）菌落数

之和，CFU/g；n1 为第一稀释度（低稀释倍数）平板个

数；n2 为第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；d 为稀

释因子（第一稀释度）。

1. 4　测量不确定度来源分析

测量不确定度一般由若干分量组成，其中一些

分量可根据一系列测量的统计分布，按测量不确定

度的 A 类评定进行评定，并用实验标准偏差表征。

而另一些分量则可根据经验或其他信息假设的概

率分布，按测量不确定度 B 类评定进行评定，也用
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标准偏差表征。本实验中将涉及的培养基、重复测

量因素作为不确定度的 A 类评定分量进行评定，将

样品称量过程、样品移液和因样品稀释过程等作为

测量不确定度的 B 类评定分量进行评定，因环境条

件、设备状态、样品均匀性等分量对合成不确定度

贡献甚小，本试验忽略不计。本试验植物源食品中

菌落总数不确定度分量主要来源如图 1 所示。

2　结果

2. 1　样品制备过程中引入的标准不确定度

2. 1. 1　样品称重时天平产生的相对标准不确定度

urel(M)

本试验采用百分之一电子天平称量样品。根

据 JJG 1036—2022《电子天平》［15］规定，百分之一电

子天平的最大允许误差为±0. 05 g，分度值为 0. 01 g，
试验中样品称取量为 25. 00 g，本不确定度采用皮重

和总重两次称量进行计算，均匀分布 k= 3，通过计

算得到由天平最大允许误差引入的相对标准不确

定度 urel（M）为：

urel(M ) = 2 × uB( )M
k × M

= 2 × 0.01 g
3 × 25 g  ≈ 0.000 327

2. 1. 2　玻璃量器引入的相对标准不确定度 urel(V)
本试验在样品稀释过程中使用的玻璃器具包

括 250 mL 量筒（量出式）、10 mL 分度吸量管（流

出式，A 级）和 1 mL 分度吸量管（流出式，A 级），涉

及玻璃器具校准均合格。根据 JJG 196—2006《常用

玻璃量器》［16］规定，20 ℃时 250 mL 量出式量筒的容

量允差为±2. 0 mL，10 mL 分度吸量管的容量允差为

±0. 05 mL，1 mL 分度吸量管的容量允差为±0. 008 mL。
取均匀分布 k= 3，引入的相对标准不确定度分

别为：

由 250 mL 量出式量筒引入的不确定度为：

urel(V 1 ) = uB( )V 1
k × V1

= 2.0 mL

3 × 225 mL
≈ 0.005 132

由 10 mL 分度吸量管引入的不确定度为：

urel(V 2 ) = uB( )V 2
k × V2

= 0.05 mL

3 × 10 mL
≈ 0.002 887

由 1 mL 分度吸量管引入的不确定度为：

urel(V 3 ) = uB( )V 3
k × V3

= 0.008 mL

3 × 1 mL
≈ 0.004 619

2. 1. 3　逐级稀释引入的相对标准不确定度 urel(d)
按照 GB 4789. 2—2022［11］标准要求，试验中需

将样品匀液逐级稀释，稀释倍数不同产生的不确定

度亦不同。因此当稀释度为 10n 时，产生的相对标

准不确定度 urel（d）为：

urel(d) =
u2

rel( )M + u2
rel( )V 1 + [ u2

rel( )V 2 + u2
rel( )V 3 ] × (n - 1)

考虑本实验样本为预包装食品，逐级 10×系列

稀释至 10-3 稀释度，选取其中 1~3 个适宜稀释度记

录其菌落数并计算测定结果。因样品之间的差异

导致结果读取时会选取不同的适宜稀释度，由此产

生的相对标准不确定度分别为：

逐级 10×系列稀释至 10-1 稀释度时引入的不确

定度为：

urel(d1 ) = u2
rel( )M + u2

rel( )V 1 ≈0.005 142
逐级 10×系列稀释至 10-2 稀释度时引入的不确

定度为：

urel(d2 ) =
u2

rel( )M + u2
rel( )V 1 + [ u2

rel( )V 2 + u2
rel( )V 3 ] × 1 ≈ 

0.007 491
逐级 10×系列稀释至 10-3 稀释度时引入的不确

定度为：

urel(d3 ) =
u2

rel( )M + u2
rel( )V 1 + [ u2

rel( )V 2 + u2
rel( )V 3 ] × 2 ≈ 

0.009 262
2. 1. 4　加样体积引入的相对标准不确定度 urel(T)

试验时加样体积为 1 mL，使用的 1 mL 分度吸

量管符合 JJG 196—2006《常用玻璃量器》［16］规定，

容量允差为 ±0. 008 mL。均匀分布 k 为 3，参照

2. 1. 2 玻璃量器引入的相对标准不确定度可知 1 mL
分度吸量管引入的不确定度 urel（T）和 urel（V3）相同，

图 1　植物源食品中菌落总数不确定度分量主要来源

Figure 1　The sources of uncertainty component of the aerobic 
plate count in the plant-derived foods
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但实际检测中菌落数读取时会选取一个或两个适

宜稀释度，根据选取稀释度的不同，加样体积引入

的相对标准不确定度不同，需分别计算。

2. 1. 5　样品重复测量时引入的标准不确定度 uA(x̄)

同一操作人员对同一植物源食品的菌落总数

进行 20 次重复测定，序号 1~10 为使用平板计数琼

脂培养基进行 10 次菌落总数的测定，序号 11~20
为使用菌落总数测试片进行 10 次菌落总数的测

定，每个稀释度进行 2 次平行试验，得到的植物源

食品在不同培养基上菌落总数测定结果见表 1。同

时试验空白对照结果正常。

依据贝塞尔计算公式，菌落总数测定结果对数

值标准偏差的合并样本标准偏差计算公式为：

Sp =
∑
j = 1

10 ∑
i = 1

2 ( lgXij - - -----lgXj ) 2

m (n - 1)
经 计 算 ，使 用 平 板 计 数 琼 脂 培 养 基 时 ，Sp =

0. 006 688
10 (2 - 1) ≈ 0. 025 861；使 用 测 试 片 时 ，Sp =
0. 008 021
10 (2 - 1) ≈ 0. 028 321。

样本菌落总数测定时的 A 类标准不确定度 uA

（x̄）计算公式为：

uA( x̄) = Sp

n
经计算，使用平板计数琼脂培养基时，uA( x̄) =

0. 025 861
2 ≈ 0. 018 286；使 用 测 试 片 时 ，uA( x̄) =

0. 028 321
2 ≈  0. 020 026。

2. 2　总体合成标准不确定度 uc(Y)

总体合成标准不确定度 uc（Y）包括样品重复测

量时引入的标准不确定度 uA（x̄）、加样体积引入的

相对标准不确定度 urel（T）和逐级稀释引入的相对标

准不确定度 urel（d）。计算公式为：

uc (Y ) = [ uA( )x̄ ]2 + [ ]urel( )T
2 + [ ]urel( )d

2

其 中 ，使 用 平 板 计 数 琼 脂 培 养 基 uc (Y ) =
0. 018 2862 + 0. 004 6192 + 0. 007 4912 ≈ 0. 020 294；

使 用 测 试 片 uc (Y ) =
0. 020 0262 + 0. 004 6192 + 0. 007 4912 ≈  0. 021 874。

置信概率 p=95%，自由度 v=n-1=10-1=9，查 t 分

布表得到包含因子 K=t95（9）=2. 26。使用平板计数

琼脂培养基菌落总数的扩展不确定度为：u=K·uc

（Y） ≈  0. 045 863，使用测试片菌落总数的扩展不确

定度为：u=K·uc（Y） ≈  0. 049 436。根据 lgxj 分别计
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10 
100

测
定

结
果

对
数

值

lg
X 1j

3.9
86 

772
3.9

54 
243

3.8
86 

491
3.8

80 
814

3.9
82 

271
3.9

44 
483

3.8
86 

491
3.8

75 
061

3.9
59 

041
3.9

91 
226

lg
 X

2j

3.9
91 

226
3.9

86 
772

3.9
29 

419
3.9

03 
090

3.9
49 

390
3.8

97 
627

3.9
08 

485
3.9

44 
483

3.9
24 

279
4.0

04 
321

-
-

---- lg
X

j

3.9
88 

999
3.9

70 
507

3.9
07 

955
3.8

91 
952

3.9
65 

831
3.9

21 
055

3.8
97 

488
3.9

09 
772

3.9
41 

660
3.9

97 
774

残
差

平
方

和

∑ i
=12

(lg
X

ij
--

-
---- lg

X
j)2

0.0
00 

010
0.0

00 
529

0.0
00 

921
0.0

00 
248

0.0
00 

541
0.0

01 
098

0.0
00 

242
0.0

02 
410

0.0
00 

604
0.0

00 
086

0.0
06 

688

测
试

片

序
号

(j)

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
∑ j=

110
∑ i

=12
(lg

X
ij

--
-

---- lg
X

j)2

测
定

结
果

/
(CF

U/
g)

X 1

10 
300 9 1

00
9 2

00
8 4

00
8 6

00
9 5

00
9 3

00
7 4

00
10 

000 9 7
00

X 2

11 
700

10 
100 9 8

00
9 4

00
8 5

00
8 8

00
10 

300 8 3
00

9 1
00

9 2
00

测
定

结
果

对
数

值

lg
X 1j

4.0
12 

837
3.9

59 
041

3.9
63 

788
3.9

24 
279

3.9
34 

498
3.9

77 
724

3.9
68 

483
3.8

69 
232

4.0
00 

000
3.9

86 
772

lg
 X

2j

4.0
68 

186
4.0

04 
321

3.9
91 

226
3.9

73 
128

3.9
29 

419
3.9

44 
483

4.0
12 

837
3.9

19 
078

3.9
59 

041
3.9

63 
788

-
-

---- lg
X

j

4.0
40 

512
3.9

81 
681

3.9
77 

507
3.9

48 
704

3.9
31 

959
3.9

61 
103

3.9
90 

660
3.8

94 
155

3.9
79 

521
3.9

75 
280

残
差

平
方

和

∑ i
=12

(lg
X

ij
--

-
---- lg

X
j)2

0.0
01 

532
0.0

01 
025

0.0
00 

376
0.0

01 
193

0.0
00 

013
0.0

00 
552

0.0
00 

984
0.0

01 
242

0.0
00 

839
0.0

00 
264

0.0
08 

021
注

：数
据

采
用

四
舍

五
入

法
计
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植物源食品中菌落总数的测量不确定度评定——曲世超，等

算每个样品的菌落总数结果所在区间范围，植物源

食品在不同培养基上菌落总数的测量不确定度及

其范围如表 2 所示。

2. 3　测量结果的报告

在置信概率为 95% 时，本试验植物源食品在平

板计数琼脂培养基和测试片上菌落总数测定结果

的扩展不确定度分别为 0. 045 863 和 0. 049 436，菌

落总数结果区间范围分别为是 7 016~11 057 CFU/g
和 6 994~12 301 CFU/g，按照 GB 4789. 2—2022［11］

结果报告时采用“四舍五入”原则进行修约，该植物

源食品当使用平板计数琼脂培养基时菌落总数测

定结果区间范围为：7. 0×103~1. 1×104 CFU/g，当使

用测试片时菌落总数测定结果区间范围为：7. 0×
103~1. 2×104 CFU/g。

3　结论

本研究对植物源食品中菌落总数测定时引入的

培养基差异、重复性试验、样品称量、稀释和移取步

骤这些主要因素的不确定度 A 类和 B 类评定进行评

估。2022 年 12 月 30 日伴随 GB 4789. 2—2022［11］的

正式实施，食品中菌落总数的测定方法中增加了测

试片的应用，本研究充分考虑此变化对测量结果不

确定度评定的影响，评定了植物源食品中分别使用

平板计数琼脂培养基和测试片时菌落总数的不确

定度，即当使用平板计数琼脂培养基时菌落总数测

定结果的扩展不确定度为 0. 045 863，当使用测试片

时菌落总数测定结果的扩展不确定度为 0. 049 436，
针对本植物源食品当培养基不同时菌落总数的扩展

不确定度差异不大。从不确定度的评定结果可以看

出，上述主要因素均对植物源食品的菌落总数不确

定度评定作出贡献，应在今后的检测中充分考虑各

个分量对测量结果准确性的影响。同时本研究中只

涉及一名操作人员进行试验操作，而不同人员之间

操作存在的偏差及不同人员读数结果的偏差将在后

续试验中纳入到菌落总数不确定度的评定工作中。

根据 GB 4789. 1—2016［17］要求菌落总数限量指

标包含微生物指标可接受水平限量值（m）和微生物

指标的最高安全限量值（M），根据检测结果处于 m、

M 值的不同范围进行结果的判定。本试验选用的预

包装研究对象按类别划分属于冲调谷物制品，微生

物测定结果按照 GB 19640—2016《食品安全国家标

准  冲调谷物制品》［18］进行判定，其中 m=104 CFU/g，
M=105 CFU/g。本试验中 1、10、11、12、13、17、19、20 号

样品的菌落总数置信上限值大于 m 值将直接影响

检测结果的判定，应在结果判定时加以关注。可

见，不确定度评定的引入，更有利于检测人员对测

定结果数据的准确性、可信性和符合性进行辨识，

更好地了解菌落总数测定结果的离散程度，使测定

结果更接近于真值［19-20］。

随着实验室微生物检测工作的不断开展，各实

验室应充分重视不确定度评定工作。根据自身实验

室的检测特点，建立不同类型产品测定结果的不确

定性评定，降低因临界值数据判定问题给实验室带

来的检测风险和结果争议。同时，实验室需确保检

测环境和培养环境的相对稳定，也应通过定期对检

测人员进行培训考核及实操演练、强化定量检测结果

的读取趋于一致化和规范化、采购质控样品对内部检

测结果质量进行有效控制、参与国内外能力验证及

实验室比对等途径最大限度降低不确定度引入的分

量，为实验室出具精准的测定结果提供技术支持。
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