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饲用微生物添加剂地衣芽孢杆菌活菌计数 

不确定度评定方法的建立 

李欣南* 

(辽宁省检验检测认证中心, 沈阳  110016) 

摘  要: 目的  探讨检测实验室饲用微生物添加剂地衣芽孢杆菌活菌计数的不确定度评价方法。方法  实验

依据 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》、RB/T 151-2016《食品微生物定量检测的测量不确定度评

估指南》和 NY/T 1461-2007《饲料微生物添加剂 地衣芽孢杆菌》, 对地衣芽孢杆菌活菌计数的不确定度分量

进行分析。结果  本研究建立了地衣芽孢杆菌活菌计数不确定度评定方法, 当包含因子 k=2 时, 扩展不确定

度 U=4.05%, 样品的误差允许范围在 0.95×1010~1.15×1010 CFU/g 之间。结论  建立的地衣芽孢杆菌活菌计数

不确定度评定方法简单、易行, 符合实际检测要求。 
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Establishment of method for the uncertainty evaluation in viable count of 
Bacillus licheniformis as feed microorganism additive 

LI Xin-Nan* 

(Liaoning Inspection, Examination & Certification Centre, Shenyang 110016, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore the method of uncertainty evaluation for viable count of Bacillus 

Licheniformis as feed microorganism additive. Methods  The uncertainty components were analyzed according to 

JJF 1059.1-2012 Evaluation and representation of measurement uncertainty, RB/T 151-2016 Guidelines for the 

estimation of measurement uncertainty of food microbiological quantitative detection and NY/T 1461-2007 Bacillus 

licheniformis as feed microbial additives. Results  This method could evaluate the uncertainty of viable count of 

Bacillus licheniformis. When the factor k=2, the expanded uncertainty U was 4.05%. The allowable error range of the 

sample were between 0.95×1010-1.15×1010 CFU/g. Conclusion  This method for evaluating the uncertainty of viable 

count of Bacillus licheniformis is simple and feasible, which meets the actual detection requirements. 
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1  引  言 

测量不确定度是与测量结果相关联的参数, 用以表

征合理地赋予被测量值的分散性[1]。测量不确定度表明了

测量结果的可信赖程度, 是测量结果质量的指标。不确定

度越小, 所述结果与被测量的真值愈接近, 质量越高, 反

之不确定度越小。在报告测量的结果时给出相应的不确定

度, 一方面便于使用它的人评定其可靠性, 另一方面也增
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强了测量结果之间的可比性。微生物检验属于非严格性、

非度量学和非统计学一类, 有 4 种主要类型: 常规定量测

试、最大或然数(most probable number, MPN)法、定性测试

和专家测试等, 目前获得的各种不确定度的评定方法仅适

用于微生物的常规定量测试[2]。 

近年有关微生物检验不确定度评价报道多集中在药

品和食品中微生物的检验领域[310], 而对饲料中微生物检

验的不确定度评价极少。美国 FDA(1989)认为, 安全的微

生物菌株共 42 种, 根据我国农业部公布的结果, 允许饲用

的芽孢杆菌菌种有枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、纳豆芽

孢杆菌(Bacillus natto)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)、地

衣芽孢杆菌等 12 种。地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)

是芽孢杆菌中较具应用潜力的菌种之一, 其在动物养殖生

产中的应用日益增多, 因而该类产品的质量监测检验日益

增加。本研究针对饲料添加剂-地衣芽孢杆菌样品, 依据

JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》、 RB/T 

151-2016《食品微生物定量检测的测量不确定度评估指南》

和 NY/T 1461-2007《饲料微生物添加剂地衣芽孢杆菌》, 分

析不确定度的来源, 由于饲料微生物添加剂稳定性较好、

浓度较高, 其活菌计数的不确定度评价参照了食品微生物

定量检测的不确定度评价方法进行。通过不确定度评价可

以评估测量结果的准确性, 确定影响测量结果的主要因素, 

以期为饲用微生物添加剂定量检验提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

营养琼脂(批号: 180503, 北京三药科技开发公司); 饲

用微生物添加剂 地衣芽孢杆菌样品(含量为 1×1010 CFU/g, 

辽宁省兽药饲料畜产品质量安全检测中心)。 

2.2  仪器与设备 

LRM-70F 生化培养箱(精度 36 ℃±1 ℃, 上海捷呈实

验仪器有限公司); GR60DA 高压蒸汽灭菌锅(致微(厦门)仪

器有限公司); VITEK 2 COMPACT 30 细菌鉴定仪(法国梅

里埃公司); Nu-425-400S 生物安全柜(美国纽埃尔公司); 

MaxQ Shakers SHKE5000-1CE 振 荡 器 ( 美 国 Thermo 

Scientific 公司)。 

2.3  实验方法 

以无菌操作称取 25 g 样品, 加入 225 mL 0.85%灭菌

生理盐水, 均质 1~2 min, 制成 1:10(m:V)的初始悬浮液。按

10 倍稀释法制成不同浓度稀释液, 选择 3 个适宜浓度, 从 

稀释液中分别吸取 1 mL 置于无菌培养皿中, 每一稀释度

做 3 次重复。将实现熔化并冷却至 50 ℃的营养琼脂培养

基, 向每个培养皿中倾倒约 12 mL, 摇匀, 待凝固后, 倒置

培养 24 h, 进行菌落计数, 选择菌落数落在 30~300 CFU/

皿范围内的稀释度来计算和报告检测结果、平板上应无大

块菌苔。由实验室同一人员, 重复测定 15 次。实验结果的

计算根据 NY/T 1461-2007 建立活菌计数的公式如下:  

1

2

1
(CFU / g)=

V
X A C

V V
    

X 为地衣芽胞杆菌含量, CFU/g; A 为单次测量菌落平

均数, CFU; C 为稀释倍数; V 为菌剂称量 g 数, g; V1 为母液

菌悬液的体积, mL; V2 为接种量, mL。实验中称样菌剂质量

为 25 g, 母液菌悬液的体积为 250 mL, 接种量为 1 mL, 将

数值带入得到数学模型公式如下:  

(CFU / g)=10X N C   

3  结果与分析 

3.1  不确定度的来源分析 

测量不确定度的来源分析是正确开展不确定评估的

前提。地衣芽孢杆菌活菌计数的测量不确定度的来源主要

有样品的称量与溶解、样品的次级稀释、样品的移取、培

养和重复性测定, 如图 1 所示, 需要逐一进行评估。 

3.2  地衣芽孢杆菌活菌计数不确定度分量的量化 

3.2.1  样品称量过程中引入的不确定度 Um 

样品称量的不确定度 Um 来源于天平的示值不确定度

Um0、重复性不确定度 Um1 及天平偏载误差 Um2。根据 JJG 

1036-2008《电子天平检定规程》, 天平检定示值误差为 0.02 g, 

0=0.02 / 3=0.012 gmU ; 由天平重复性带入的不确定度

Um1, 根据天平检定结果 , 天平称量重复性 0.03 g, 

1=0.03 / 3=0.017 gmU ; 由天平偏载误差带入的不确定度

Um2, 根 据 天 平 资 料 , 天 平 称 量 偏 载 误 差 0.03 g, 

2=0.03 / 3=0.017 gmU 。样品称量的平均重量为 25.00 g。 

2 2 2

2

0.012 0.017 0.0173
= =0.108%

25.00
mU

 
。 

3.2.2  样品溶解过程中引入的不确定度 Uv 

该不确定度为首步溶解 25.00 g样品至 225 mL生理盐

水中, 使用了 250 mL 量出式量筒, 根据 JJG196-2006《常

用玻璃量器检定规程》, 250 mL 量筒允许误差为±1.0 mL, 

假设为三角形分布, 1=1.0 / 6=0.408 mLvU ; 重复称量 10

次, 标准偏差为 0.50 mL, 2=0.50 mLvU ; 溶液温度与校正 

 

 
 

图 1  地衣芽胞杆菌活菌计数测量不确定度来源分析 

Fig.1  Sources of uncertainty in measurement of viable count of Bacillus licheniformis 
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温度不同引起的不确定度, 250 mL 量筒在 20 ℃下校准, 实

验室环境温度为 21.5 ℃, 水的膨胀体积系数为 2.1×104, 

按 均 匀 分 布 计 算 ,  4
3=2.1 10 21.5 20 250 / 3vU      

=0.046 mL , 稀释液量取体积为 225 mL。 

2 2 2

2

0.409 0.50 0.046
= =0.287%

225
vU

 
。 

3.2.3  样品稀释过程中引入的不确定度 Uf 

样品稀释为 10 倍连续稀释, 不确定度来源于使用的

10 mL移液器分装 9 mL稀释液的不确定度 Uf1和使用 1 mL

移液器次级稀释的不确定度 Uf2, 连续稀释 7 次。 

根据 JJG646-2006《移液器检定规程》, 10 mL 移液器

允 许 误 差 为 ±0.6%, 假 设 为 三 角 形 分 布 , 

1= 7 10 0.006 / 6=0.065 mLU   ; 10 mL 移液器重复测定

误差为 0.01 mL, 2= 7 0.01=0.026 mLU  ; 溶液温度与校

正温度不同引起的不确定度, 10 mL 移液器在 20 ℃下校准, 

实验室环境温度为 21.5 ℃, 水的膨胀体积系数为 2.1×104, 

按均匀分布计算,  4
3= 7 2.1 10 21.5 20 10 / 3=U     

 
0.0048 mL , 稀释液量取体积为 9 mL。 

22 2
31 21

2 2 2
= =0.780%

9 9 9
f

UU U
U   ; 

同上, 1 mL 移液器容量允许误差为±0.01, 假设为三 

角形分布, 4= 7 0.01 / 6=0.011 mLU  ; 1 mL 移液器重复

测定误差为 0.005 mL, 5= 7 0.005=0.013 mLU  ; 溶液与

校正温度不同的不确定度, 

 4
6= 7 2.1 10 21.5 20 1 / 3=0.001 mLU      。 

2 22
5 642

2 2 2
= =1.705%

1 1 1
f

U UU
U    

2 2
f1 f 2= =1.875%fU U U  

3.2.4  样品移取过程中引入的不确定度 Up 

用 1 mL 移液器取适宜稀释度的样品溶液 1 mL 至 3 个

无菌平皿中, 根据 JJG646-2006《移液器检定规程》, 1 mL

移 液 器 容量允 许 误 差为 ±0.01, 假 设 为三 角 形 分布 , 

1=0.01 / 6=0.004 mLpU ; 1 mL 移液器重复测定误差为

2=0.005 mLpU ; 同上, 1 mL 移液器引入溶液与校正温度不

同的不确定度,  4
3= 7 2.1 10 21.5 20 1/ 3=0.001 mLpU      。 

2 2 2
1 2 3

2 2 2
= =0.677%

1 1 1

p p p
p

U U U
U   。 

3.2.5  重复性测定引入的不确定度 Ur 

实际测定中, 同一检测人员对同一样品重复、独立进

行 15 次实验后, 记录稀释度(107)的平板内菌落总数, 计

数结果为非正态分布, 需要进行对数转换来修正[11,12]。带

入公式计算测量结果如表 1 所示。 

 
表 1  检验结果及分析 

Table 1  Test results and analysis 

样品数 
重复测试结果(×107) 

log N1 log N2 log N3 log  标准偏差 Si2 
N1 N2 N3 

1 104 108 100 10.0170 10.0334 10.0000 10.0168 0.0006 

2 104 100 104 10.0170 10.0000 10.0170 10.0113 0.0002 

3 102 91 92 10.0086 9.9590 9.9637 9.9771 0.0015 

4 110 106 109 10.0413 10.0253 10.374 10.1469 0.0775 

5 100 105 109 10.0000 10.0211 10.0374 10.0195 0.0007 

6 92 92 96 9.9637 9.9637 9.9822 9.9699 0.0002 

7 110 96 113 10.0413 9.9822 10.0530 10.0255 0.0029 

8 101 106 106 10.0043 10.0253 10.0253 10.0183 0.0003 

9 107 98 97 10.0293 9.9912 9.9867 10.0024 0.0011 

10 94 107 114 9.9731 10.0293 10.0569 10.0198 0.0036 

11 121 129 108 10.0827 10.1105 10.0334 10.0755 0.0030 

12 100 84 97 10.0000 9.9242 9.9867 9.9703 0.0033 

13 100 110 101 10.0000 10.0413 10.0043 10.0152 0.0010 

14 102 96 102 10.0086 9.9822 10.0086 9.9998 0.0005 

15 100 106 102 10.0000 10.0253 10.0086 10.0113 0.0003 

15 次测量平均值 10.019 0.0968 
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用贝塞尔公式计算单次测量的标准偏差, 地衣芽孢

杆菌含量单次测量标准偏差 S(x), n=15按照贝塞尔法算出。 

   2

1

1
=

1

n

x
i

S d
n    

 =0.083xS ; 

地衣芽孢杆菌活菌计不确定度 Ur 用单次测量标准偏

差算出 

 
= log 0.214%

x
r

S
U N

n
  。 

3.2.6  地衣芽孢杆菌活菌计数合成不确定度 U 合 

由上述各不确定度分量合成地衣芽胞杆菌活菌计数

相对标准不确定度 U 合见表 2。 

2 2 2 2 2= =2.028%m v f p rU U U U U U   合  

 
表 2  地衣芽胞杆菌活菌计数的不确定度分量表 

Table 2  Uncertainty Scale for enumeration of Bacillus 
licheniformis 

序号 
各不确定度分量 

来源 符号 相对值 U/% 

1 样品称量 Um 0.108 

2 溶解 Uv 0.287 

3 稀释 Uf 1.875 

4 移取 Up 0.677 

5 重复性测量 Ur 0.214 

 

3.2.7  地衣芽孢杆菌活菌计数扩展不确定度 U 

U k U  合 , 当 包 含 因 子 k=2 时 , U=2, 

2 2.028=4.05%U   。 

3.3  不确定度的报告 

样品地衣芽孢杆菌活菌计数结果为 log logY N  
10.019 0.041U   , 9.978≤Y≤10.060, 取反对数 0.95× 

1010 CFU/g≤Y≤1.15×1010 CFU/g。从而确定该样品的误差

允许范围在 0.95×1010~1.15×1010 CFU/g 之间。 

4  结论与讨论 

在实际工作中, 测量结果的不确定度可能有很多来

源, 而微生物检测不确定度的来源主要包括 4 个方面: 样

品的质量影响(称量)、稀释、样品的稳定性、重复测试, 要

抓住主要分量, 避免漏项。经验证明在微生物检测的过程

中, 进入检测实验室前的取样是总误差的重要组成部分, 

但它并不是测量本身不确定度的组成部分, 在微生物检测

测量不确定度的评定中应不予考虑。 

饲用微生物添加剂具有微生物检测的特点, 同时由于该

类产品含量稳定, 且含量较高, 因此, 在不确定评估过程中

同时参考了食品微生物定量检测不确定度评估方法[1315]。本

实验中选择的地衣芽胞杆菌样品为浓度均一、稳定的样品, 

样品稳定性与均匀性引入的不确定度忽略不计。而测量过

程中的称量、稀释、移取操作、重复性测定都是引入不确

定度的主要因素, 重复性测定引入的误差可以通过 A 类不

确定度评价来计算, 计数结果为非正态分布, 需要进行对

数转换来修正。其余因素可以通过 B 类不确定度评价来计

算。分析实验结果可知各不确定度分量中稀释对于合成不

确定度的贡献最大, 应注意整个稀释过程, 选用检定合格

的移液器, 进行液体量取和稀释时, 保证环境温度、实验

试剂温度等, 尽量接近移液器检定的温度。其次, 移取、

溶解和重复性测量对不确定度的贡献也不能忽视。相比之

下, 样品的称量对不确定度的贡献则较小。因此, 在类似

饲用微生物添加剂的定量检测中称量所引入的不确定度分

量可以忽略。 

本文探讨了饲用微生物添加剂定量检验的不确定度

评价方法, 当取样量为 25.0 g, k=2(置信度为 95%)时, 实验

样品的含量在 0.95×1010~1.15×1010 CFU/g 之间。建立的地

衣芽孢杆菌活菌计数不确定度评定方法简单、易行, 符合

实际检测要求。但是, 由于不同饲料微生物添加剂产品添

加的辅料不同, 可能存在基质影响, 必须针对不同基质的

样品开展不确定度的评价研究。 
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