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罗非鱼中菌落总数测量结果的不确定度评定 

王爱雯, 吴学贵*, 周梅秀, 李玉锦, 黄  雪, 黄肖凤 
(海南威尔检测技术有限公司, 澄迈  571924) 

摘  要: 目的  对罗非鱼中菌落总数测量结果进行不确定度评定。方法  采用平板计数法测定罗非鱼中的菌

落总数, 通过建立数学模型, 识别不确定度来源, 对不确定度来源进行分析, 估算出各不确定度分量对测量不

确定度的影响, 最终合成测量结果的相对标准不确定度。结果  被测样品中细菌总数为 23000 CFU/g, 在 95%

的置信区间下, 扩展不确定度为 920 CFU/g(k=2)。结论  样品重复测定和结果修约是影响该方法不确定度的

主要因素, 因此该方法测量不确定度的评定对检测结果准确度的提高具有指导意义。 
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Evaluation of uncertainty in measurement results of aerobic plate 
count in tilapia 

WANG Ai-Wen, WU Xue-Gui*, ZHOU Mei-Xiu, LI Yu-Jin, HUANG Xue, HUANG Xiao-Feng  
(Hainan Willtest Technology Co., Ltd., Chengmai 571924, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of the total bacterial colony in tilapia. Methods  The total 

number of colonies in tilapia was determined by plate counting method, the source of uncertainty was identified by 

establishing mathematical model, the source of uncertainty was analyzed, the influence of each uncertainty 

component on the measurement uncertainty was estimated, and the relative standard uncertainty of the measurement 

results was finally synthesized. Results  The total number of bacteria in the samples was 23,000 CFU/g, and the 

extended uncertainty was 920 CFU/g (k=2) with a 95% confidence interval. Conclusion  The main factors affecting 

the uncertainty of this method are the repeated determination of samples and the modification of results. Therefore, 

the evaluation of the uncertainty of the method is of guiding significance for the improvement of the accuracy of the 

test results. 
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1  引  言 

在食品卫生质量评价过程中, 菌落总数是非常重要

的一个指标, 食品中的菌落总数计数对于食品检验和食品

安全具有重要的意义。另外菌落总数作为食品日常检测中

最常见的卫生检验指标, 可以精确地表明细菌污染食品的

程度, 因此在食品原料生产、成品的加工、包装与运输过

程中都需要监测菌落总数指标[14]。 

为了确保检测结果的准确性, 从而提高测量不确定

度评定的有效性[5], 为食品检验提供更为准确的依据, 在
菌落总数检测中我们尤为关注影响测量结果准确性的因素, 
例如培养条件、取样、重复性和样品保存条件等[6,7]。按照

SN/T 4091-2015《食品微生物学测量不确定度评估指南》, 
对样品中菌落总数各不确定度分量的来源进行分析, 通过

建立测量模型, 采用合成标准不确定度的方法, 评定菌落

总数的不确定度[8]。本文就加工厂生产的罗非鱼鱼片菌落
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总数测定结果进行不确定度评定, 并确定其置信区间, 以
期为类似检测条件下菌落总数不确定度的评定提供参考。

通过对数据进行测量不确定度评定, 可以提升实验结果可

信性、可比性及可接受性, 具有非常重要的现实意义[9]。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

罗非鱼片: 通威(海南)水产食品有限公司生产的样品。 
平板计数琼脂培养基(批号: 20181212, 青岛海博公

司); 氯化钠(批号: 20190307, 天津科密欧化学试剂有限

公司)。 

2.2  仪器设备 

PL602-L 型电子天平(上海梅特勒-托利多公司, 分度

值为 0.01 g); IUL 型拍击式均质器(上海德记行科技公司); 
100 μL1000 μL 移液器(德国 Eppendorf 公司); DKZ-1 型恒

温振荡水槽(46 ℃±1 ℃, 上海一恒公司); GHP-9160型恒温

培养箱(30 ℃±1 ℃, 上海一恒公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品的制备  
取罗非鱼片 200 g样品, 按 GB 4789.2-2016[1]方法, 以

无菌操作称取 25 g 样品放入盛有 225 mL 无菌生理盐水

(0.85%)的无菌均质袋中, 用拍击式均质器均质 1 min, 制
成 1:10 的待测液。 
2.3.2  稀  释  

用 1 mL 移液器吸取 1:10 待测液 1 mL, 沿管壁缓慢加

入盛有 9 mL 稀释液的无菌试管中, 涡旋混匀,分别制成

1:100 的待测液 10 份; 以此继续稀释成 1:1000 等 10 倍系

列稀释液各 10 份。 
2.3.3  接种和培养 

选择 1:100、1:1000 两个稀释度待测液, 各取 1 mL 分

别加入无菌培养皿中, 同时, 吸取 1 mL 空白稀释液加入一

个无菌平皿内作空白对照, 每皿中加入 15 mL~20 mL 平板

计数琼脂培养基 , 混匀 , 待琼脂凝固后 ,将平板翻转 , 
(30±1) ℃培养(72±3) h。 
2.3.4  菌落计数  

选取菌落数在 30 CFU~300 CFU 之间, 无蔓延菌落生

长的平板计数菌落总数, 记录稀释倍数和相应的菌落数量, 
按下式(1)计算样品中菌落总数。 
2.3.5  数学模型的建立 

样品中细菌总数按下述公式计算:   𝑁=
∑ ஼(௡భశబ.భ೙మ)×ௗ   (1) 

式中: 𝑁: 样品中菌落总数;  ∑ 𝐶: 平板(含适宜范围菌落数的平板)菌落总数之和;  

n1: 第一稀释度(低稀释度)平板个数;  
n2: 第二稀释度(高稀释度)平板个数;  
d: 稀释因子(低稀释度)。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度的来源分析 

从测量过程和数学模型分析, 样品的测量不确定度

主要来源于: 样品称样量𝑢(𝑚), 稀释倍数𝑢(c), 加样体积𝑢(V), 重复性测量𝑢(𝑥), 结果数值修约𝑢(R0)等。 

3.2  不确定度评价 

3.2.1  称样量带来的相对标准不确定度 
依据 JJG 1036-2008[10]实验使用的天平经检定, 其扩

展不确定度𝑈=0.03 g(k=2),标准不确定度 : 𝑢(𝑚)=  ଴.଴ଷଶ = 

0.015 g, 当称样量为 25.01 g 时, 其相对标准不确定度为:   𝑢୰ୣ୪(𝑚)=
଴.଴ଵହଶହ.଴ଵ = 0.00060。 

3.2.2  稀释倍数带来的相对标准不确定度 
稀释问题是菌落总数检测过程中必不可少的部  

分 [11,12], 依据 JJG 196-2006[13], 250 mL 量筒量入式容量最

大允许误差(maximum permissible errors, MPEV)为±1.0 mL, 

按均匀分布, 则不确定度分量为𝑢(c)=
ଵ.଴√ଷ=0.57735 mL, 其

相对不确定度为: 𝑢୰ୣ୪(c)= ଴.ହ଻଻ଷହଶହ଴ =0.00231。 

3.2.3  加样体积带来的相对标准不确定度 
依据 JJG 646-2006[14], 实验使用的移液器规格为

100 μL~1000 μL, 经校准, 当取样量为 1000 μL 时, 其相对

标准不确定度为: 𝑢୰ୣ୪(V)=0.003。 
3.2.4  重复性测量带来的相对标准不确定度 

在相同条件下, 对同一份罗非鱼样品进行 10 次重复

测量, 测量结果见表 1 所示:  

 
表 1  罗非鱼中菌落总数测定结果 

Table 1  aerobic plate count in tilapia 

次数 
稀释度测定值/(CFU/g) 

平均值/(CFU/g)
1:100 1:1000 

1 228/213 21/22 

229 

2 228/214 27/26 

3 218/254 25/25 

4 231/211 23/21 

5 225/237 25/20 

6 227/235 26`/27 

7 232/219 20/24 

8 238/242 24/24 

9 217/231 16/26 

10 233/238 32/21 
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依据 GB 4789.2-2016 中的 6.3.2 条款, 选 1:100 稀释

梯度的测定值来计算样品结果 , 根据贝塞尔公式 : 

𝑠(𝑥௞) = ඨ∑൫𝑥𝑖−𝑥ഥ൯2𝑛−1 =1095 标准不确定度为: 𝑢(𝑥̅) = 𝑠(𝑥̅) =ଵ଴ଽହ√ଵ଴ = 346 

则相对标准不确定度为 : 𝑢୰ୣ୪(𝑥̅) = 𝑢(𝑥ഥ)𝑥ഥ = 34623000 =0.0150 
3.2.5  修约引入的不确定度[15] 

检测结果为 22855 CFU/g, 修约为 23000 CFU/g, 修约

间隔为 1000 CFU/g, 则修约引入的标准不确定度为 : 𝑢(R଴) = 500ඥ3 = 289 CFU/g。 

则相对标准不确定度为: 𝑢୰ୣ୪(R଴) = 𝑢൫R0൯𝑥ഥ = 28923000 =0.0126。 

3.3  合成相对标准不确定度、扩展不确定度 

各分量的不确定度是相互独立的, 带入公式求得合

成相对标准不确定度:  

𝑢୰ୣ୪(X)=ඨ𝑢୰ୣ୪(𝑚)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(𝐶)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(𝑉)ଶ+𝑢୰ୣ୪(𝑥̅)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(𝑅଴)ଶ = 0.02 

则标准不确定度为 𝑢(𝑋) =𝑢୰ୣ୪(X)×𝑥̅ = 460 CFU/g 
取扩展因子 K=2,则扩展不确定度  𝑈 = 𝑢(𝑋) × 𝐾 =920 CFU/g 

3.4  不确定度结果表示[16] 

罗非鱼中菌落总数的扩展不确定度𝑈为 920 CFU/g, 
K=2; 结果表示为𝐶୶=(2.3±0.09)×104 CFU/g, K=2。 

4  结  论 

通过计算各个不确定度分量得出, 样品的称样量、稀

释倍数、加样体积对检测结果的不确定度影响比较小; 样
品的重复性测量、结果数值修约对结果的不确定度影响比

较大, 且稀释倍数越高, 修约引入的不确定度也越大, 因
此, 检测人员在进行试验时, 应充分考虑样品的污染程度, 
并选择最适稀释梯度进行检测, 避免高稀释倍数带来的影

响, 同时也应注意样品稀释过程的操作, 提高检测结果的

可靠性和准确性。 
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