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猪肉菌落总数检验中不确定度的评定 

蔡大川*, 黄启红*, 邴  喆, 熊  娟, 张志军, 伍玲燕, 黄璇莹, 陈敏儿, 简艳婷 

(中国广州分析测试中心广东省化学危害应急检测技术重点实验室, 广州  510070) 

摘  要: 目的  建立猪肉中菌落总数检测结果的不确定度评定方法。方法  依据 JJF 1059.1-2012《测量不确定

度评定与表示》和 GB4789.2-2010《食品微生物学检验菌落总数测定》以及相关统计学方法, 对样品不确定度

进行评定。结果  依据所采用的方法, 对同一样品测定 10次菌落总数的扩展不确定度为 0.090, k＝2。结论  本

研究可以对单个样品的菌落总数检测结果的不确定度作出较好的估计, 可适用于日常工作中菌落计数的不确

定度评定。 
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Uncertainty evaluation of aerobic plate count in pork 
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(Guangdong Provincial Key Laboratory of Emergency Test for Dangerous Chemicals, China National 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method of uncertainty evaluation for the detection of aerobic plate count in 

pork. Methods  Based on JJF 1059.1-2012 Evaluation and Expression of Uncertainty in Measurement, GB 

4789.2-2010 Microbiological Examination of Food Hygiene-Detection of Aerobic Bacterial Count, and related 

statistical methods, uncertainty of the samples was evaluated. Results  According to the methods, the extended 

uncertainty was 0.090 with k=2 based on 10 times of determination of the same pork sample under the same condition. 

Conclusion  Evaluation method used in this study can estimate the uncertainty of test results of a single sample, 

which is suitable to evaluate the uncertainty of colony count in the daily work. 
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1  引  言 

随着生活水平和经济水平的发展提高, 人们对食品

营养、食品安全的要求越来越高。食品菌落总数是用来判

定食品被细菌污染的程度, 可用于对食品卫生进行评价。

在生产、流通、存储食品等过程中都必须检验其中的菌落

总数。在日常检验工作中极少涉及谈论微生物检验中的误

差。由于微生物在样品中分布不均匀, 菌落总数的检测误
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差问题更为突出, 实验室应具有评定测量不确定度的程序

并应用在日常检测中[1]。国家统一使用的 ISO/IEC 17025: 

2005《检测和校准实验室能力认可准则》[2]对测量不确定

度的评定有了明确要求, 指出在必要时对测量结果的不确

定度进行评定。《实验室资质认定评审准则》对测量不确定

度也作了如下要求: 不确定度与检测或校准结果的有效性

或应用有关, 或不确定度影响到对结果符合性的判定时, 

报告还需要包括不确定的信息。测量不确定度的评定是实

验室内外部质量管理的重要组成部分, 在微生物实验室内

部质量控制中也极其重要[3]。检测工作的测量结果都存在

不确定度而且不可避免[4]。目前国际上通用的衡量测量结

果可靠的统一尺度主要是测量不确定度, 测量不确定度的

正确评定在客观分析测量结果中具有重要意义[5]。 

CNAS-CL07《测量不确定度的要求》[6]8.2 条款中提

出, 检测实验室应有能力对每一项有数值要求的测量结果

进行测量不确定度评估。尤其当不确定度与检测结果的有

效性或应用或客户要求或其他相应条件有关时, 检测报告

中必须提供测量结果的不确定度。食品检测中限用药和禁

用药也有要求检出限应尽可能低[7]。所以, 临界点的检测

结果是否可用很大程度上取决于其测量不确定度的大小, 

测量不确定度在微生物检验中具有重要意义。 

本研究对猪肉中菌落总数的日常检测结果进行不确

定度的评定, 以期为科学公正评定测试的结果提供依据。

检测过程中会出现各种随机情况影响检测结果, 因此样品

重复性检测次数越多, 所获得的检测重复性引入的标准偏

差可靠性越高[8]。由于微生物检测的特点, 同一样品重复

检测的结果往往相差较大, 即分散性较大; 与操作过程中

的其他因素相比较, 检测结果的分散性对结果不确定贡献

较大, 因此根据相关要求, 菌落总数测定结果的不确定度

采用检测结果的分散性进行评定[9,10], 其他不确定度可以

忽略不计。本研究按照《测量不确定度评定与表示》[4]分

析检测结果不确定度的来源并建立数学模型, 对猪肉中菌

落总数检验结果的不确定结果进行评定。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

样品购自广州先烈中路肉菜市场。 

平板计数琼脂为广东环凯微生物科技有限公司生产, 

按照说明配制。 

2.2  样品的制备 

无菌条件下, 无菌操作称取 25 g样品, 放入含有 225 

mL灭菌的生理盐水中, 均质后经充分振匀后制成 1: 10均

匀的样品稀释液, 再用 1 mL灭菌吸管吸取 1: 10的样品稀

释液 1 mL, 沿管壁缓缓注入含有 9 mL灭菌生理盐水的试

管内, 振摇试管使之混合均匀, 制成 1: 100 的稀释液; 以

此类推, 按上述操作顺序做 10倍递增稀释液, 如此每递增

稀释 1次, 即换用 1支灭菌吸管。 

分别吸取 1: 10, 1: 100, 1: 1000, 1: 10000共 4个稀释度

的稀释液各 1 mL于无菌培养皿中, 每个稀释度做 2个平板

即双平行, 同时分别取 1 mL生理盐水做空白对照; 将冷却

到约 46 ℃的平板计数琼脂培养基约 15 mL注入培养皿, 并

转动平皿使之混合均匀 ; 待琼脂凝固后 , 翻转平板 , 置

(36±1) ℃培养箱内培养(48±2) h。 

用肉眼或菌落计数器计数, 求出相同稀释度的各平

板平均菌落总数。按菌落计数原则选择平板菌落总数在

30~300之间的稀释度, 乘以稀释倍数报告菌落总数。 

2.3  检测方法 

按照 GB 4789.2-2010《食品安全国家标准食品微生物

学检验 菌落总数测定》[11]进行检测, 利用平板计数琼脂

(plate count agar, PCA)培养基对猪肉样品进行菌落总数重

复性测定。 

2.4  不确定度模型 

菌落总数的计算公式参考以下数学模型:  

Y=KX/V, Y: 样品菌落总数, CFU/g; K: 稀释倍数; X: 

某稀释度检测平板上的菌落数, CFU; V: 某稀释度下取样

体积, mL。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度评定 

测定结果根据不同稀释度, 依照GB 4789.2-2010中的

规定, 计算结果, 得出菌落数 X。对 10 次测定结果取对数

lgxi(i: 为第 i次测定); 计算 10次测定结果的对数 lgxi的平

均值 lg x ; 计算 10次测定的残差 lg lgix x ; 根据置信概率

P=95%和自由度 ν=9, 由 t 分布得到包含因子 k=2, 并计算

不确定度。对猪肉样品微生物菌落总数 10次重复测定的结

果见表 1。 

从表 1 得出, 由于重复 10 次检测的菌落总数结果相

差较大, 因此对检测结果取对数后, 再计算检测结果对数

值的样本标准偏差。按 A 类评定, 根据贝塞尔公式, 得到

检测结果对数值可以得出以下数据。 

实验标准偏差:  

2

1

(lg lg )

(lg ) 0.0640
1




 



n

i
i

x x

S x
n

 

在日常检测中, GB 4789.2-2010菌落总数检测中规定

每个稀释度做 2个平皿(双平行)后于(36±1) ℃培养(48±2) h

后进行计算菌落总数, 因此, 在日常检测中的 n=2。 

标准不确定度: 

(lg )
( ) 0.0453

2
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表 1  菌落总数检测结果及计算 
Table 1  Results and calculation of total plate count 

序号 测定结果 Xi 检测结果取对数 lgxi 对数平均值 lg x  残差 lgxi- lg x  残差平方(lgxi- lg x )2 

1 250000 5.3979 

5.3556 

0.0423 0.0018 

2 280000 5.4472 0.0916 0.0084 

3 260000 5.4150 0.0594 0.0035 

4 210000 5.3222 -0.0334 0.0011 

5 200000 5.3010 -0.0546 0.0030 

6 230000 5.3617 0.0061 0.0000 

7 180000 5.2553 -0.1003 0.0101 

8 260000 5.4150 0.0594 0.0035 

9 230000 5.3617 0.0061 0.0000 

10 190000 5.2788 -0.0768 0.0059 

实验标准偏差 S(lgx)= 0.0640 

 
相对标准不确定度: 

( )
( ) 0.0084

lg
 A

Areal
U Y

U Y
x

 

相对合成标准不确定度:  

2( ) 0.0084 Crel ArelU U Y  

实验测得菌落总数对数平均值为 lg x为 5.3556, 则检

测结果的合成不确定度为: UC=UCrel× lg x =0.0450, 检测结

果一般用扩展不确定度 U 来表示, 取置信概率为 95%, 包

含因子 k=2(有限次测量 ), 从而得出扩展不确定度 : 

U=kUC=2×0.0450=0.090。 

3.2  测量结果报告 

本实验菌落总数的结果表示为(5.3556±0.090)CFU/g, 

k=2, 取反对数得取值区间为 184332~278997 CFU/g, 最终

本实验猪肉样品的菌落总数应报告为 : (1.8~2.8)×105 

CFU/g, 包含因子 k=2, 或菌落总数估计值在 180000~ 

280000 CFU/g之间。 

4  讨  论 

本研究依据 GB 4789.2-2010《食品安全国家标准 食

品微生物学检验菌落总数的测定》[11], 利用平板计数琼脂

对猪肉中菌落总数进行测定, 对测定结果进行了不确定度

分析, 最终给出不确定度。 

首先要分析不确定度的主要来源。在测试样品过程中, 

重复性(样品的均匀性、人员的计数、培养温度、测试环境、

修约、取样的重复性及培养时间)、取样(稀释体积、取样

体积)、培养条件(培养时间允差、培养适度的允差)等因素

都是不确定度的来源。在微生物检验中, 由于 B 类不确定

度对合成不确定度贡献较小, 重复测量带来的不确定度占

主要部分, 所以, 通常采用统计学的方法(A 类)评定测量

不确定度, 运用贝赛尔公式计算标准偏差求标准不确定度

一般要求 n≥10, 但实际工作中对每份样品进行 10 次重复

检测是不切实际的, 而且在微生物检验中, 样品检验为破

坏性取样, 样品检验后不得再进行重复性检测, 否则结果

无意义, 因此微生物样品检测 10次以上结果意义不大。鉴

于此, 可以通过对一类样品的检测数据运用合并样品平方

差的方法评定不确定度[12,13], 本次实验是对同一样品进行

10 次重复检测, 得出的测量结果相差太大, 直接计算标准

差不合适, 故取对数后进行计算。 

其次, 根据各重复测定结果来计算不确定度。平板测

试结果不是正态分布属于偏态分布, 这些数据必需转换成

对数, 使其接近正态分布, 建立模型便于计算。因此在检验

过程时, 必须严格控制好各步骤的实验条件, 在平行样测

试时, 必须由同一检验人员进行操作, 最后将测试完成后

得到的测试结果, 取对数用于进行菌落总数的不确定度评

定。检验人员在检验过程中必须使用校准合格的计量器具, 

并且严格按照操作规范进行检验, 尽量减小测量结果的不

确定度, 以保证检测结果的准确。 

另外, 微生物检测在采样时最好了解微生物在样品

基质中的分布情况, 在进行不确定度评定时, 不推荐把此

分量计算在内, 除非受委托人要求。原因在于样品基质中

微生物分布所造成的不确定度并不属于实验室工作范畴之

内, 样品间也存在个体差异, 且所用的检测方法也已考虑

到样品的不均匀性, 所以在对取样量已有相应规定[14]。 

在检验测试工作中, 对于检验结果在限量标准附近

的样品进行合格评定时, 应根据 CNAS-CL08: 2006《评价

和报告测试结果与规定限量的符合性的要求》[15]附录进行, 

在 95%置信概率下, 当检验结果延伸扩展不确定度半宽度
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后仍小于(大于)限量标准时。当检验结果低于(高于)限量标

准的部分小于测量不确定度, 则在 95%置信概率上不能做

出符合(不符合)限量标准的声明[16]。 

猪肉菌落总数检验不确定度的评定既有利于检验人

员分析和了解检验结果与真实值之间的差距, 也可供客户

对该结果进行评价, 更进一步方便地了解检验水平, 为保

障食品安全奠定理论基础。 
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