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能力验证乳粉中乳酸菌计数不确定度的评定 

杨  燕, 李琼琼, 宋光艳, 戴佳丽, 杨美成* 

(上海市食品药品检验所, 上海  201203) 

摘  要: 目的  对能力验证乳粉样品中乳酸菌计数进行不确定度评定。方法  依据能力验证作业指导书和

GB4789.35-2010《食品安全国家标准食品微生物学检验乳酸菌检验》进行测定, 再根据 JJF 1059.1-2012《测量

不确定度评定与表示》对不确定度来源进行分析和评定。结果  乳酸菌计数过程中, 分散性对结果不确定贡献

较大, 因此测定结果的不确定度采用检测结果的分散性进行评定。6份样品乳酸菌计数结果扩展不确定度为分

别为 0.02012、0.04337、0.01992、0.03296、0.02182和 0.031379 (P=95%, k=2.09)。结论  此方法适用于类似

检测条件下乳酸菌计数不确定度的评定。 
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Uncertainty evaluation of lactic acid bacteria count in milk power by 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of lactic acid bacteria count in milk power by proficiency 

testing. Methods  Proficiency testing of lactic acid bacteria count was conducted under the direction of Reference 

book for microbiological ability verification plan in food and GB 4789.35-2010 National food safety standard Food 

microbiological examination: Lactic acid bacteria. Then, the uncertainty sources introduced in the experiment were 

determined according to JJF1059.1-2012 Evaluation and expression of uncertainty in measurements. Results  The 

dispersion was the major contribution of the uncertainty in the detection of total bacterial colony, so the dispersion of 

results was evaluated for the uncertainty of determination results. The extended uncertainty results of 6 samples were 

0.02012, 0.04337, 0.01992, 0.03296, 0.02182 and 0.031379 (P=95%, k=2.09), respectively. Conclusion  The 

established method  can be used in the uncertainty evaluation of lactic acid bacteria count under similar circumstances. 
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1  引  言 

乳酸菌是一类可发酵糖主要产生大量乳酸的细菌的

通称[1]。按照能力验证的要求, 进行乳酸菌的定量测定。

一切定量结果都不可避免具有不确定度, 而检测方法的不

确定度大小表征了实验室的测量水平[2]。测量不确定度, 

是根据所用到的信息, 表征赋予被测量值分散性的非负参

数[3]。目前, 不确定度的评定在理化实验中应用较为广泛, 

在实际应用中关于微生物检验的不确定度报道并不多, 且

多集中在菌落总数方面。 

GB/T 27025-2008《检测和校准实验室能力的通用要

求》(ISO/IEC17025:2005《检测和校准实验室能力认可准
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则》)[4, 5]对测量不确定度有了明确要求, 指出适当时应对

测量结果进行不确定度评定。CNAS-CL09:2013《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》

中也指出, 在微生物检测领域应对测量不确定度进行合理

地评估[6]。 

本研究依据 GB 4789.35-2010《食品安全国家标准食

品微生物学检验乳酸菌检验》[1]和 2015中国食品药品检定

研究院能力验证保健食品益生菌的检测作业指导书对样品

进行乳酸菌总数的测定。同时为了保证数据的准确可靠, 

依据 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[3], 根据

数据的分散性进行乳酸菌总数不确定度评定, 并确定其置

信区间, 为类似检测条件下乳酸菌总数不确定度的评定提

供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

LABGARD 型生物安全柜(NuAire 公司), CONCEPT 

1000I 厌氧工作站(RVSKINN 公司), MRS 培养基(Becton 

Dickinson公司), 能力验证样品 6份: 编号 CODE 1-6(中国

食品药品检定研究院: TH0046-0046)。 

2.2  实验方法 

根据2015中国食品药品检定研究院能力验证保健食品

益生菌的检测作业指导书和 GB 4789.35-2010[1]进行检测。 

在生物安全柜内将益生菌样品的西林瓶打开, 取 5 

mL 生理盐水充分溶解混合物, 并将溶液转移至 50 mL 离

心管中, 另取 5 mL 生理盐水溶解洗涤西林瓶中残留样品, 

并转移至 50mL离心管中。吸取上述样品处理液 1 mL, 沿

管壁缓慢注于装有 9 mL 生理盐水的无菌试管中, 振摇混

合均匀, 依次倍比稀释。选取 1:10~1:108共 8个稀释度, 每

个稀释度吸取 0.1 mL 样品匀液分别置于 MRS 琼脂平板, 

进行表面涂布。于(36±1) ℃下厌氧培养(48±2) h后计数平

板上的所有菌落数。从样品制备到平板涂布要求在 15 min

内完成, 依次分别对 6份样品进行处理。 

3  结果与分析 

3.1  结果报告规则 

选取菌落数在 30~300 CFU之间、无蔓延菌落生长的

平板计数菌落总数。 

3.2  建立数学模型 

Y= Kxd/V 
Y——样品菌落总数, CFU/瓶 

K——换算系数, 10 mL/瓶 

x——某稀释度检测平板上的菌落数, CFU 

d——稀释倍数 

V——某稀释度下取样体积, mL 

检测结果和计数见表 1。 

表 1  样品 CODE1 中乳酸菌计数结果及计算 
Table 1  Results of lactic acid bacteria count in sample CODE 1 

编号 检测结果(xi) 检测结果取对数(lgxi) 残差平方和(lgxi－ lgx )2 

1 2.90×109 9.4624 0.003636 

2 2.65×109 9.4232 0.000447 

3 2.73×109 9.4362 0.001160 

4 2.27×109 9.3560 0.002123 

5 2.50×109 9.3979 0.000017 

6 2.68×109 9.4281 0.000678 

7 2.77×109 9.4425 0.001631 

8 1.98×109 9.2967 0.011116 

9 2.67×109 9.4265 0.000596 

10 2.35×109 9.3711 0.000963 

11 2.78×109 9.4440 0.001759 

12 2.70×109 9.4314 0.000856 

13 2.65×109 9.4232 0.000447 

14 2.45×109 9.3892 0.000167 

15 2.62×109 9.4183 0.000262 

16 2.59×109 9.4133 0.000125 

17 2.33×109 9.3674 0.001207 

18 2.38×109 9.3766 0.000651 

19 2.08×109 9.3181 0.007062 

20 2.63×109 9.4200 0.000319 

  lgx =9.4021 ∑=0.035225 
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3.2  测量不确定度的来源[7, 8] 

不确定度的来源主要包括: 重复性(测试环境、培养时

间、培养温度、修约、样品的均匀性、取样的重复性和人

员的计数)、培养条件(培养时间允差、培养湿度的允差)、

取样(稀释体积、取样体积)、样品保存条件(保存温度和保

存时间)等。由于微生物学检验中乳酸菌数测定的特点是同

一样品重复测定结果往往相差较大, 即结果的分散性大, 

因此取样用天平或移液管、稀释用的容器等系统效应带来

的 B 类不确定度对合成不确定度贡献较小, 而由随机效应

带来的测量重复性所导致的不确定度占主要部分。因此仅

考虑由平板计数方式引入的测量不确定度, 即采用 A类评

定测量不确定度, 其他来源的不确定度忽略不计。 

3.3  测量不确定度的评定 

从表 1可知, 重复 20次检测的数据结果差异较大, 因

此对计数结果取对数后, 根据 A类评定的贝塞尔公式进行

不确定度的评定。 

以样品 CODE 1为例, 计算过程如下:  

(1)列出测量结果 xi(i=1,2,…,20) 

(2)对测量的结果取对数 lgxi, 得到对数 lgxi的平均值

为: lgx =9.4021 

(3)对每一样品求残差平方和: 2( )ilgx lgx =0.035225 

(4)得到检测结果对数值的样本标准偏差: s( lgx ) = ඨ∑ ൫lgxi- ୪୥ x൯2n
i=1

n-1
=0.04306  

(5)标准不确定度: uA( lgx )=
( )s lgx

n
=0.009629 

(6)扩展不确定度: U＝k×uA( lgx ) 

如前所述, 全部测量过程只有一项不确定度, 所以直

接由平均值的标准不确定度给出测量结果的扩展不确定度。

根椐置信概率 P=95%和自由度 v=19, 由 t分布表得到包含
因子 k=2.09。于是得:  

U=2.09×0.009629=0.02012 

lgx= lgx ±U=9.4021±0.02012 

(7) 结果报告 

lgx 与 x 之间的非线性关系, 不能直接求扩展不确定

度的反对数。因此首先确定 lgx 的取值范围在 9.38198~ 

9.42222 之间。再取反对数后 , 得测量结果 x 分布于
2409794451~2643747658 之间, 最终本实验室能力验证样

品的菌落总数应报告为: (2.4~2.6)×109 CFU/瓶, 包含因子

k=2.09。 

(8)参照样品 CODE 1的计算方法, 依次计算其他 5份

样品即 CODE 2~6的不确定度(见表 2)。 

4  讨  论 

本次能力验证主要是针对保健品中益生菌的检测能

力 , 由中国食品药品检定研究院组织实施 (编号 : 

NIFDC-PT-046)。本实验室共收到 6份益生菌待检样品, 按

照要求报告了每瓶样品中乳酸菌的数量。结果反馈为满意

结果(ZB=0.90, ZW=0.00, |ZB|≤2并且|ZW|≤2为满意结果)。 

与理化检验不同, 微生物检测受到的影响因素较多, 

主要表现在同一份样品平行操作其检测结果发散性较大。

尤其是样品中的微生物数量达到较高的数量级时, 结果差

异更为显著。从本次检测结果来看, 乳酸菌的数量分布在

109和 108数量级。在实际检验过程中, 从样品稀释到平板

涂布要求在 15 min内完成, 在一定程度上增加了检验的难

度。涂布的过程可能产生一定的损失, 人为因素的干扰较

大；此外, 一个菌落并不一定是一个细菌所生成, 也可能是

由一簇细菌(一个细菌团)所生成, 从而致使形成的菌落数

与实际的活菌数有差异[9]。 

鉴于计数结果的发散性极大, 如直接用贝塞尔公式

计算合并样本标准差所得到的不确定度不适合每一个样本
[10]。因此, 对检测结果采取取对数的方法进行不确定度评

定更为合适。需要注意的是, 并不是所有的菌落总数测定

结果进行不确定度评定时都采用取对数的方法进行计算, 

当检测结果分散性较小时, 仍可以采用贝塞尔公式进行不

确定度计算[11]。上述检测方法对于类似检测条件下乳酸菌

计数不确定度的评定提供了参考。 

 
 

表 2  样品 CODE 2~6 乳酸菌计数结果 
Table 2  Results of lactic acid bacteria count in sample CODE 2-6 

编号 lgx  扩展不确定度 U lgx ±U x取值区间(CFU/瓶) 

CODE 2 9.7091 0.04337 9.7091±0.04337 (4.6~5.7)×109 

CODE 3 9.4771 0.01992 9.4771±0.01992 (2.9~3.1)×109 

CODE 4 8.8493 0.03296 8.8493±0.03296 (6.6~7.6)×108 

CODE 5 8.8126 0.02182 8.8126±0.02182 (6.2~6.8)×108 

CODE 6 8.8111 0.03137 8.8111±0.03137 (6.0~7.0)×108 
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