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米线中菌落总数测定结果的不确定度评估 

毛永杨 1*, 杨  桐 2, 苏  涛 1, 李智高 1, 田金兰 1 
(1. 大理州食品检验检测院, 大理  671000; 2. 大理市洱海管理局, 大理  671000) 

摘  要: 目的  对米线中菌落总数测定结果的不确定度进行评估。方法  根据 GB 4789.2-2016《食品安全国

家标准 食品微生物学检验菌落总数测定》对米线中的菌落总数进行测定, 通过建立评估的数学模型, 分析不

确定度的主要来源, 计算出不确定度的各主要分量, 得出合成不确定度和扩展不确定度。结果  在置信水平为

95%时, 合成不确定度为 0.23856, 扩展不确定度为 0.49764。结论  影响结果不确定度的主要因素为样品的均

匀性和重复测定, 该评估系统可为今后实验室测定食品中菌落总数的不确定度评估提供参考, 为检验检测结

果的科学表达提供依据。 
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Evaluation of uncertainty for determining the aerobic plate count  
in rice noodles 
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(1. Food Inspection and Testing Institute of Dali, Dali 671000, China; 2. Erhai Lake Management Bureau of Dali, Dali 

671000, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of the determination results of total aerobic plate count in rice 

noodles. Methods  The aerobic plate count of rice noodles was determined according to GB 4789.2-2016 

Microbiological examination in food of aerobic plate count. The combined uncertainty and expanded uncertainty 

were obtained through establishing the mathematic model of uncertainty evaluation, and analyzed the main sources of 

uncertainty and calculated the each uncertainty of the key factor during analysis process. Results  As the confidence 

level was 95%, the combined uncertainty was 0.23856 and the expanded uncertainty was 0.49764. Conclusion  The 

major factors affecting the uncertainty are the sample homogeneity and the repeated measurement. It provides a 

reference basis for the uncertainty evaluation of testing the aerobic plate count in the food and the scientific 

expression of results. 
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1  引  言 

米线是云南省著名的传统地方特色小吃, 其中“过桥

米线”有三百多年的历史, 深受国内外游客的赞誉[1]。米线

的生产加工大都采用传统工艺, 其生产、加工、储存、运

输等过程极易受到微生物的污染。徐梅琼等[2]对 60 份过桥

米线的微生物污染情况进行检测分析, 结果显示样品中菌

落总数的检出率为 83.33%(定量分析范围<10~(1.3×106) 
CFU/g), 并且生样中菌落总数的检出率为 100%。彭俊等[3]

对云南省西山区餐饮业过桥米线及其配料中变形杆菌污染
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状况进行了调查, 其中对 37 份米线样品进行了变形杆菌

的检测, 变形杆菌的检出率为 10.81%。谢耐珍等[4]对市售

鲜湿米粉菌落总数及大肠菌群数繁殖动态进行了考察, 结
果表明 , 0 h 时样品中菌落总数为 (3.1×103)~(6.9×107) 
CFU/g, 在 22 ℃ 条 件 下 放 置 16 h 菌 落 总 数 达

(7.2×107)~(1.9×109) CFU/g。菌落总数是评判食品受到细菌

污染程度的重要卫生指标, 可以充分反映出食品在生产加

工等环节的环境卫生状况, 对米线中菌落总数的检验可以

量化食品受到细菌性污染的程度, 特别是对被污染的生食

米线加工品而言具有重要的预警作用[5,6]。 
目前食品中菌落总数的测定方法主要采用 GB 

4789.2-2016《食品安全国家标准食品微生物学检验 菌落

总数测定》 [7]中所规定的方法, 但在细菌培养过程中不同

菌落之间存在着互生或拮抗等相互作用, 使得检测结果存

在较大的发散性[8,9], 而这一特殊性在样品细菌含量较高

的食品中体现得更为明显。对米线中菌落总数的检验过程

进行不确定评估, 可以更加科学地表征检验检测结果, 特
别是在检验检测结果界于临界值时能有效降低检验检测机

构的技术风险。 
本研究参照 CNAS-GL06《化学分析中不确定度的评估

指南》[10]、JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[11]

及 GB 4789.2-2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 
菌落总数测定》[7]等规定的程序和方法, 对米线中菌落总数的

检验检测结果进行不确定度评估, 以期为实验室检验检测结

果的科学表征及检验检测过程的质量控制提供科学依据[12]。 

2  材料与方法 

2.1  材料及试剂 

鲜米线: 市售; 平板计数琼脂(广东环凯微生物科技有

限公司); 氯化钠(优级纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

2.2  仪器设备 

BSP-250 型生化培养箱 (上海博迅实业有限公司 ); 

Intersicence Bag Mixer 400cc 型拍击式均质仪(法国英特

塞恩斯有限公司); GR85DA 型全自动立式压力蒸汽灭菌

锅[美国致微(厦门)仪器有限公司]; VM-10 型漩涡混匀器

(韩国大韩科学有限公司); JJ-CJ-2FD 型超级工作台(苏
州市金净净化设备科技有限公司); YLN-37 型菌落计数

器(北京亚力恩公司); LT1002 型电子天平(常熟天量仪器

责任有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  检验依据 
参照国家 GB 4789.2-2016《食品安全国家标准 食

品微生物学检验 菌落总数测定》[7]、CNAS-GL06《化学

分析中不确定度的评估指南》[10]和 JJF 1059.1-2012《测量

不确定度评定与表示》[11]等。 
2.3.2  样品前处理过程 

用 250 mL 的无菌量筒量取 225 mL 的无菌生理盐水

至无菌均质袋中, 称取 25 g(精确至 0.01 g)的米线样品

到盛有 225 mL 生理盐水的无菌均质袋中, 用拍击式均

质器拍打 1.5 min, 制成 1:10 的样品匀液。用 10 mL 的

无菌刻度移液管移取 9 mL 的无菌生理盐水至无菌试管

中, 再用 1 mL 的无菌刻度移液管移取 1 mL 的 1:10 样品

匀液沿管壁缓慢注于盛有 9 mL 生理盐水的无菌试管中

(注意吸管尖端不要触及稀释液面), 用漩涡振荡器充分

振摇试管制成 1:100 的样品匀液; 以此类推依次梯度稀

释成 1:10000 的样品匀液。每个稀释度接种 2 个平皿, 每
个平皿用 1 mL 的无菌刻度移液管加入 1 mL 的样品匀液, 
同时做空白对照, 其余步骤按照标准要求操作。 

2.4  实验中不确定度来源的分析及数学评估模型的

建立 

2.4.1  不确定度来源的分析 
实验中不确定度的来源主要包括样品的前处理过

程、仪器设备等因素 [13], 其构成详见图 1, 其中培养条

件为标准中指定的值其对不确定度的影响可忽略不计。 
 
 
 

 
 

 
图 1  不确定度来源分析 

Fig.1  Analysis of uncertainty source 
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2.4.2  不确定度评估模型的建立 
实验根据标准 GB 4789.2-2016《食品安全国家标准

食品微生物学检验 菌落总数测定》[7]中菌落总数的计算

方法, 选取菌落数在 30~300 CFU 的平皿进行计数, 确
立不确定度评估的数学模型, 具体计算公式如下:  

 
1 2

2
x xX n

             (1) 

式中: X —试样中的菌落总数, CFU/g;  
X1—平皿 1 上的菌落数, CFU/g;  
X2—平皿 2 上的菌落数, CFU/g;  
n—试样的稀释倍数。 

3  结果与分析 

3.1  样品前处理过程引入的不确定度 urel(D) 
样品前处理过程引入的不确定度主要包括样品的

称量、稀释液的量取以及环境温度变化等因素引入的不

确定度。 
3.1.1  样品称量引入的不确定度 urel(m) 

试验中准确称取 25.00 g(精确至 0.01 g)的米线, 根
据检定证书天平的最大允许误差为 0.01 g, 按 B 类评定

取矩形分布, 由样品称量引入的相对标准不确定度为:  

-4
rel( )

0.01 2.31 10
25 3mU   


。 

3.1.2  样品稀释过程引入的不确定度 urel(V) 
根据 JJG 196-2006 《常用玻璃量器检定规程》[14]

的要求, 确定标准溶液的稀释过程中所用计量器具的最

大允许误差。量筒及刻度移液管按 B 类不确定度评定, 
取均匀分布计算结果见表 1。 

根据表 1 中的数据计算出由样品稀释过程中引入的

不确定度为:  

urel(V)= 2 2 2
1rel 2rel 3rel

-37.61 10V V Vu u u    。 

3.1.3  样品稀释过程中由温度变化引入的相对不确定度

urel(T) 
实验室的温度为(20±5) ℃, 20 ℃的条件下纯水的膨

胀系数为 (2.1×10-4) ℃, 玻璃量器的膨胀系数可忽略不

计; 取温度变化为均匀分布 , 由温度变化引入的相对不

确定度按如下公式计算:  

4

rel( )
V 5 2.1 10

3TU
V

  



根据公式由温度变化引入

的相对不确定度均为 6.06×10-4。故在样品稀释过程中由

温度变化引入的相对不确定度为:  

urel(T)= -4 2 -33(6.06 10 ) 1.05 10  
。

 

根据上述数据计算得到由样品前处理过程中引入

的相对不确定度为:  

urel(D)= 2 2 2
rel(m) rel(V) rel(T)

-37.69 10u u u   
。 

3.2  样品均匀性引入的相对不确定度 urel(f) 

试验考察了样品不均匀性对检验检测结果的影响 , 
试验中将同一米线样品充分混匀后均分为 20 份, 参照

标准方法对样品中的菌落总数进行检测, 每份样品进行

2 次平行测定。由于检验检测结果存在较大的发散性, 故
先将检验检测结果取其对数后再根据贝塞尔公式进行

相关计算, 结果详见表 2。由表 2 中的数据根据赛贝尔

公式计算出合并样品标准差:  

 

2(lg log ) 0.02715 0.03685
1 20 2 1P

X X
S

p n


  
   


（ ） ; 

故

由 样 品 不 均 匀 性 引 入 的 不 确 定 度 为 : 

rel( )
0.03685 0.02606

n 2
P

f
SU    。 

3.3  由样品重复测定引入的相对不确定度 urel(R) 

试验中由同一人员对同一份样品按照标准进行 20 次

测定, 每次均进行 2 次平行试验, 考察重复测定引入的相

对不确定度。由于检验检测结果存在较大的发散性, 故先

将检验检测结果取其对数后再根据贝塞尔公式进行相关计

算, 结果见表 3。由表 3 中的数据根据赛贝尔公式计算出

合并样品标准差:  

 

2(lg log ) 0.03487 0.04176
1 20 2 1P

X X
S

p n


  
   


（ ） ; 

故 由 样 品 重 复 测 定 引 入 的 不 确 定 度 为 : 

rel( )
0.04176 0.02953

n 2
P

R
SU    。 

 

表 1  样品稀释过程中量筒及移液管引入的不确定度 
Table 1  Uncertainty introduced by measuring cylinder and pipette during sample dilution 

名称  最大允许误差  包含因子  体积/mL 相对标准不确定度  

250 mL A 级量筒  2.0 3  225 uV1rel=5.13×10-3 

10 mL A 级分度吸量管  ±0.05 3  9 uV2rel=3.21×10-3 

1 mL A 级分度吸量管  ±0.008 3  1 uV3rel=4.62×10-3 
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表 2  样品均匀性对不确定度的影响 
Table 2  Influence of sample uniformity on uncertainty 

 菌落总数/(CFU/g) 对数值 
lg X   2ilg lgX X  

序号 X1 X2 1lg X  2lg X  

1 710000 730000 5.8513 5.8633 5.8573 0.000072 

2 930000 870000 5.9685 5.9395 5.9540 0.00081 

3 1010000 1100000 6.0043 6.0414 6.0229 0.00069 

4 830000 920000 5.9191 5.9638 5.9415 0.00100 

5 690000 780000 5.8388 5.8921 5.8655 0.00142 

6 880000 970000 5.9445 5.9868 5.9657 0.00089 

7 590000 680000 5.7709 5.8325 5.8117 0.00210 

8 710000 820000 5.8513 5.9138 5.8836 0.00196 

9 830000 700000 5.9191 5.8451 5.8821 0.00274 

10 820000 950000 5.9138 5.9777 5.9458 0.00204 

11 770000 900000 5.8865 5.9542 5.9204 0.00229 

12 1010000 890000 6.0043 5.9494 5.9769 0.00151 

13 1000000 930000 6.0000 5.9685 5.9843 0.00050 

14 710000 830000 5.8513 5.9191 5.8852 0.00230 

15 980000 880000 5.9912 5.9445 5.9679 0.00109 

16 690000 760000 5.8388 5.8808 5.8598 0.00088 

17 1030000 1140000 6.0128 6.0569 6.0349 0.00097 

18 1100000 970000 6.0414 5.9868 6.0141 0.00150 

19 630000 720000 5.7993 5.8573 5.8283 0.00168 

20 770000 840000 5.8865 5.9243 5.9054 0.00071 

 
 

表 3  样品重复性测量对不确定度的影响 
Table 3  Influence of sample repeatability measurement on Uncertainty  

 菌落总数/(CFU/g) 对数值 
lg X  

 

 2ilg lgX X  序号 X1 X2 1lg X  2lg X  

1 820000 980000 5.9138 5.9912 5.9525 0.00300 

2 1000000 870000 6.0000 5.9395 5.9698 0.00183 

3 780000 900000 5.8921 5.9542 5.9232 0.00193 

4 830000 920000 5.9191 5.9638 5.9415 0.00100 

5 1010000 910000 6.0043 5.9590 5.9817 0.00103 

6 880000 790000 5.9445 5.8976 5.9211 0.00110 

7 730000 820000 5.8633 5.9138 5.8886 0.00128 

8 880000 940000 5.9445 5.9731 5.9588 0.00041 

9 760000 890000 5.8808 5.9494 5.9151 0.00235 

10 870000 940000 5.9395 5.9731 5.9563 0.00056 

11 780000 890000 5.8921 5.9494 5.9208 0.00164 
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续表 3  

 菌落总数/(CFU/g) 对数值 lg X   

 2ilg lgX X  序号 X1 X2 1lg X  2lg X   

12 1050000 900000 6.0212 5.9542 5.9877 0.00225 

13 740000 880000 5.8692 5.9445 5.9069 0.00284 

14 980000 820000 5.9912 5.9138 5.9525 0.00300 

15 710000 830000 5.8513 5.9191 5.8852 0.00230 

16 960000 1080000 5.9823 6.0334 6.0079 0.00131 

17 850000 990000 5.9294 5.9956 5.9625 0.00219 

18 900000 980000 5.9542 5.9912 5.9727 0.00068 

19 800000 940000 5.9031 5.9731 5.9381 0.00245 

20 950000 830000 5.9777 5.9191 5.9484 0.00172 

 

3.4  合成标准不确定度和扩展不确定度 

3.4.1  合成标准不确定度 
在实验中各不确定分量相互独立, 根据公式计算出

相对合成标准不确定度为:  

2 2 2
rel rel rel rel(X)= ( ) ( ) ( ) 0.04013D f Ru u u u   。根

据公式计算出合成标准不确定度, 式中 l g X
 为测定结果取

其 对 数 后 的 平 均 值 ; 计 算 出 合 成 不 确 定 度 为 : 
uc(x)=5.94457×0.04013=0.23856。 
3.4.2  扩展不确定度 

实验考察了 20 组测量数据, 在 95%的置信水平下, 
自由度 df=19, 查 t 分布表可知 k=2.086, 扩展不确定度

u=k×uc(x)=2.086×0.23856=0.49764。故实验中所测得的米

线中的菌落总数取其对数后的分布区间为 5.44693≤lgx≤
6.4421, 取其反对数后即得到本次实验所测得的米线中的

菌落总数的范围为 2.8×105≤x≤2.8×106 CFU/g。 

4  结论与讨论 

本研究主要考察了样品前处理过程、样品均匀性、样

品重复测定等因素引入的不确定度, 其中由样品前处理过

程引入的相对不确定度为 0.00769, 由样品均匀性引入的

相对不确定度为 0.02606, 样品重复测定性引入的相对不

确定度为 0.02953, 在米线菌落总数的检验检测过程中, 主
要受到样品均匀性和重复检测过程因素的影响。在样品前

处理过程中引入的不确定度主要受到计量设备和计量器具

的影响, 在试验中使用的计量设备和计量器具均为检定或

校准合格的计量设备和计量器具, 故由样品前处理过程引

入的不确定度相对较小。相对于化学指标的测定而言, 微
生物指标的测定具有样本代表性差、样品中微生物分布不

均匀等特殊性[15], 菌落总数的测定在培养基上主要生长的

是好氧菌和兼性厌氧菌[16], 好氧菌主要富集于样品的表面

和均质液的上层, 在样品中形成差异性的分布, 故取样位

置和取样时间等均会对检测结果造成一定的差异, 对不确

定度的结果产生影响。在本试验中可以明确的得出样品的

均匀性会对样品中菌落总数测定的不确定度产生影响, 这
与部分学者得出的结论是一致的[17,18]。重复性试验是在相

同的环境条件、设备条件下获得的试验数据主要受到检测

人员熟练程度和操作水平的影响。 
综上所述, 在米线菌落总数的检验检测过程中, 主要

受到样品均匀性和重复检测过程等因素的影响, 在今后的

检验检测过程中要严格按照相关的标准规范进行采样及制

样, 定期对抽样人员特别是现场采样人员和检验检测人员

进行培训及考核, 不断提升抽样人员及检验检测人员的熟

练程度和操作水平。在不确定度的测量过程中, 要尽可能

的将影响结果不确定度的分量都进行量化, 确保检测结果

的准确性和表达的科学性。 
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