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洁净室中沉降菌测量不确定度评定 

李诗华, 李建新*, 刘长富, 蔡伟江 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  计算洁净室中沉降菌测量的不确定度。方法  建立数学模型, 评估和量化沉降菌测定过程中可

能产生影响的各个不确定度分量, 分别计算 A、B 类各不确定度分量值、合成标准不确定度、扩展不确定度。

结果  沉降菌的菌落数为 4 个/皿时, 其合成标准不确定度为 0.861 个/皿, 取包含因子 k=2(置信概率为 95%), 沉

降菌的扩展不确定度为 U=uc×k =0.861×2≈2 个/皿; 洁净区沉降菌结果为 (4±2)个/皿, k=2。结论  对于洁净室沉

降菌的不确定度评定, 其中 A 类不确定度这一分量占比最大, B 类不确定度各个分量值均很小, 所以进行沉降菌

的不确定度评定时主要是以 A 类不确定度为主, B 类不确定度所带来的影响可以忽略不计。 
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Uncertainty evaluation for measurement of settling microbe in clean room 

LI Shi-Hua, LI Jian-Xin*, LIU Chang-Fu, CAI Wei-Jiang 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of measurement of settling microbe in clean room.   

Methods  The mathematical model was established to evaluate and quantify the various uncertainty components that 

might affect the sedimentation process, and the uncertainty component values of A and B, the synthetic standard 

uncertainty, and the extended uncertainty were calculated. Results  When the colony number of settling microbe 

was 4/plate, the standard uncertainty of synthesis was 0.861/plate. Taking the inclusion factor k=2 (95% confidence 

level), the extended uncertainty of settling microbe was U=uc×k =0.861×2≈2 /plate, and the result of settling microbe 

in the clean area was (4±2)/plate, k=2. Conclusion  For the uncertainty assessment of clean room settling bacteria, 

the component of class A uncertainty accounts for the largest proportion, and the component of class B uncertainty is 

small. Therefore, the uncertainty of the settlement bacteria is mainly based on the class A uncertainty, and the impact 

of the class B uncertainty is negligible. 
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1  引  言 

沉降菌(settling microbe)是指通过自然沉降原理收集

在空气中的生物粒子置于培养基中生长繁殖到肉眼可见的

菌落数[1]。沉降菌检测[24]通常是把配制好的大豆酪蛋白琼

脂培养基倒进 φ90 mm×15 mm 的玻璃平皿中, 敞开平皿, 

静置, 收集在空气中的生物粒子, 其中静态测试时, 培养

皿暴露时间为 30 min 以上, 动态测试时, 培养皿暴露时间

为不大于 4 h, 然后在 33 ℃生化培养箱[5]中培养 5 d, 以培

养皿中的沉降菌菌落数来判定洁净环境内的活微生物数, 

并以此来评定洁净室的洁净度[6]。其主要用于医药工业洁

净室、无菌室或局部空气净化区域(包括洁净工作台的)沉

降菌的测试和环境的验证，是进行洁净室环境洁净监测的

三大途径之一[710]。 
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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[1115]。目前沉降菌检测测量不确定评

定的数据较少, 本研究通过进行洁净室中沉降菌检测测量

不确定度评定的来源分析与数据计算, 以期为建立沉降菌

的测量不确定度方法评定提供参考以及对检测结果进行评

估, 为保证测试结果的可靠性和准确性, 对沉降菌测试流

程的影响进行不确定度评估。 

2  材料与方法 

2.1  仪  器 

SPX-250SⅡ型生化培养箱(上海新苗医疗器械制造有

限公司); LT1002E 电子天平(常熟市天量仪器有限责任公

司); 量筒(500 mL, 天津市天玻玻璃仪器有限公司); WS-1

温湿度计 (天津凤洋公司 ); W11AB KM 压差表 (美国

MAGNEHELIC 公司)。 

2.2  培养基 

大豆酪蛋白琼脂培养基 (soy casein agar medium, 

TSA)(广东环凯微生物科技有限公司)。 

2.3  测试方法 

选取微生物检测室万级洁净区(3.4 m×3.5 m=11.9 m2, 

高度 3.0 m), 根据沉降菌的测试规则, 将配制好的大豆酪

蛋白琼脂培养基倒进已灭菌的培养皿中, 按照采样点布置

图(6 个采样点)逐个放置已制备好的培养皿, 然后从里到

外逐个打开培养皿盖, 使培养基表面暴露在空气中 4 h 进

行静态测试(1 人在洁净区中), 培养 5 d 后记录菌落数[1]。 

2.4  建立数学模型 

根据 GB/T 16294-2010 医药工业洁净室（区）沉降菌

的测试方法[1]中沉降菌每个测点的结果计算公式及过程, 

沉降菌的数学模型模型可表示为:  
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M
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式(1)中:  

M: 采样点沉降菌数; 

Ai: 为某一采样点沉降菌菌落数(i=1, 2,…, n), 个/皿;  

n: 为采样点总数, 个。 

2.5  确定不确定度的来源 

影响沉降菌测量结果的主要因素有: ①各采样点的

分布测量结果引入的不确定度; ②人员间计数差异引入的

不确定度; ③测量的环境条件引入的不确定度; ④培养箱

的温度误差引入的不确定度; ⑤天平称量误差引入的不确

定度; ⑥量具的误差引入的不确定度[16]。 

3  结果与分析 

3.1  标准不确定度的 A 类评定 

3.1.1  各采样点的分布测量结果引入的标准不确定度 u(y) 

根据表 1 的测试结果, 进行测量不确定度的 A 类评定。 

 
表 1  不同采样点沉降菌菌落结果 

Table 1  Results of settling microbe from different sampling 
points 

采样点 1 2 3 4 5 6 平均值

采样点沉降菌数

/(个/皿) 
4 6 3 2 2 7 4 

 
各采样点的分布测量结果引入的标准不确定度 u(y):   
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式(2)中,  

s(Ai): 标准偏差;  

Ai: 某一采样点的沉降菌菌落数;  

M: 总平均沉降菌菌落数;  

n: 采样点数。 

3.1.2  人员间计数差异引入的标准不确定度 u(j) 

记录 10 名微生物检测人员对同一平皿(2 个检测点)

进行计数的结果 

由表 2 数据可以得出, 对于沉降菌检测项目, 不同微

生物检测人员对同一平皿进行计数的结果无差异, 因此人

员间计数差异引入的不确定度 u(j)可忽略不计。 

 
表 2  不同检测人员对同一平皿计数结果 

Table 2  Results of counting the same dish by different testers 

人员 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

平皿 1

/(个/皿)
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

平皿 2

/(个/皿)
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

 
3.1.3  A 类相对标准不确定 u(A) 

( 0.856
( ) 0.214

4

u y
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M
  

）
         (3) 

式(3)中:  

M: 总平均沉降菌菌落数:  

u(y): 各采样点的分布测量结果引入的标准不确定度。 

由式 3 可知, A 类相对标准不确定度为 0.214。 

3.2  标准不确定度的 B 类评定 

3.2.1  测量环境条件的相对标准不确定度 u(h) 

环境影响因素主要有温度、相对湿度、压差等, 所以
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测量环境条件的相对标准不确定度 u(h)按公式(4)计算[17]。 

2 2 2
1 2 3( ) ( ) ( ) ( )u h u h u h u h            (4) 

式(4)中:  

u(h1): 温度引入的相对标准不确定度;  

u(h2): 相对湿度引入的相对标准不确定度;  

u(h3): 压差引入的相对标准不确定度。 

查温湿度计、压差计的校准报告, 温度的扩展不确定

度 U=0.4 ℃(k=2), 相对湿度的扩展不确定 U=2.0%RH(k=2), 

压差的扩展不确定度 U=1.4%FS。洁净室温度为 22.5 ℃、

湿度为 55.3%、压差为 28 Pa。 

(1) 温度引入的相对标准不确定度 u(h1) 

1
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U
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(2) 湿度引入的相对标准不确定度 u(h2) 

2
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(3) 压差引入的相对标准不确定度 u(h3) 

3
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测量环境条件的相对标准不确定度 u(h) 

2 2 2
1 2 3

2 2 2

( ) ( ) ( ) ( )

0.00889 0.0181 0.0070

u h u h u h u h  

   =0.0213。     (8) 

3.2.2  培养箱温度误差引入的相对标准不确定度 u (T) 

查所使用培养箱的校准报告 , 其扩展不确定度为

UT=0.2 ℃, k=2, 培养箱温度的相对标准不确定度 u (T)为:   

U(T)=
35

TU

k
=0.0029            (9) 

3.2.3  天平称量误差引入的相对标准不确定度 u (m) 

培养基配制方法是称量 16 g 大豆酪蛋白琼脂培养基, 

加入 400 mL 蒸馏水, 搅拌溶解后灭菌, 查询所使用天平的

校准报告, 载荷为 20 g 时, 天平的扩展不确定 U=0.03 g, 

k=2, 计算天平称量所引入的相对标准不确定度(um)为:  

U(m)=
0.03

0.00094
16 16 2

U

k
 

 
       (10)

 
3.2.4  量具的误差引入的相对标准不确定度 u(L) 

查量筒的校准报告, 其扩展不确定度 U=1.0 mL(k=2) 
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3.2.5  B 类标准不确定度(u(B))  

2 2 2 2

2 2 2 2

( )

0.0213 0.0029 0.00094 0.00125 0.0216

h T m Lu B u u u u   

     (12) 

由式 12 可知，B 类标准不确定度为 0.0216。 

3.5  合成标准不确定度(uc)及扩展不确定度(U)   

uc=
2 2( ) ( ) 4u A u B  =0.861 个/皿      (13) 

取包含因子 k=2(置信概率为 95%), 沉降菌的扩展不

确定度为:  

U=uc×k=0.861×2=2 个/皿          (14) 

3.6  不确定度报告 

万级洁净室沉降菌结果为(4±2)个/皿, k=2。 

4  结  论 

从以上分析可以看出, 对于沉降菌的不确定度评定, 

其中 A 类相对标准不确定度这一分量最大, 为 0.214; B 类

相对标准不确定度这一分量为 0.0216, 其中测量环境条件

的相对标准不确定度为 0.0213, 培养箱温度误差引入的相

对标准不确定度为 0.0029, 天平引入的相对标准不确定度

为 0.00094, 量具的误差引入的相对标准不确定度为

0.00125。B 类相对标准不确定度分量约为 A 类相对标准不

确定度分量的 10%, 所以对于沉降菌的不确定度评定, 主

要是以 A 类不确定度为主, B 类不确定度所带来的影响可

以忽略不计。 
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