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食品中金黄色葡萄球菌测量不确定度评定 
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3. 贵阳海关综合技术中心, 贵阳  550081] 

摘  要: 目的  建立食品中金黄色葡萄球菌测量不确定度的评定方法案列, 为食品微生物定量检测提供科学

理论指导。方法  依据 GB 4789.10—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验》第

二法和 JJF 1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》, 以人工污染金黄色葡萄球菌的奶粉样品为例, 分析样

品制备、稀释过程、加样过程及重复性检测引入的不确定度, 构建数学模型评定不确定度。结果  样品中金

黄色葡萄球菌检测结果的扩展不确定度 U=0.490(k=2)。结论  金黄色葡萄球菌测定过程中的不确定度主要由

单次检测引入的不确定度和重复测量的不确定度组成, 样品重复性检测引入的不确定度贡献最大。 
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Evaluation of uncertainty in measurement of Staphylococcus aureus in food 
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ABSTRACT: Objective  To establish a measurement method for evaluating the uncertainty of Staphylococcus 

aureus in food, providing a scientific theoretical guidance for quantitative detection of microorganisms for food. 

Methods  Based on the second method of GB 4789.10—2016 National food safety standard-Food microbiological 

examination-Staphylococcus aureus test and JJF 1059.1—2012 Evaluation and representation of uncertainty 

measurement, taking a milk powder sample artificially contaminated with Staphylococcus aureus as an example, the 

uncertainties introduced in sample preparation, dilution process, sample addition process and repeatability test were 

analyzed, and a mathematical model was constructed to evaluate the uncertainty. Results  The expanded uncertainty 

of detection results of Staphylococcus aureus in samples was U=0.490 (k=2). Conclusion  The uncertainty in the 

determination of Staphylococcus aureus is mainly composed of the uncertainty introduced by a single test and the 

uncertainty of repeated measurements, and the uncertainty introduced by the repeatability of the sample test 

contributed the most. 
KEY WORDS: Staphylococcus aureus; measurement uncertainty; food safety 
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0  引  言 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是食源性致

病菌之一, 排列成葡萄状, 无芽孢和荚膜[1], 分布广泛, 空
气、土壤、动物及健康人群等均可存在, 食品从生产到餐

桌过程中均可能受到污染。金黄色葡萄球菌产生多种外毒

素, 容易引起食物中毒[2], 是评价食品卫生质量的指标之

一。GB 29921—2013《食品安全国家标准 食品中致病菌

限量》[3]中规定了肉制品、即食豆类制品、冷冻饮品等产

品中金黄色葡萄球菌限量。不确定度表征赋予被测量值的

分散性[4], 指示检测结果的可靠性, 中国合格评定国家认

可委员会发布的 CNAS—CL01—G003《测量不确定度的要

求》、CNAS—CL01:2018《检测和校准实验室能力认可准

则》中规定开展检测的实验室应评定测量不确定度 [5‒6], 
RB/T 214—2017《检验检测机构资质认定能力评价 检验检

测机构通用要求》也指出检验检测实验室应建立数据模型, 
给出相应检测能力的测量不确定度评定案列[7]。因此有效

评价测量不确定度, 科学给出检测结果尤为重要。 
本研究根据 GB 4789.10—2016《食品安全国家标准 

食品微生物学检验  金黄色葡萄球菌检验》 [8]和 JJF 
1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》[4], 探讨了金

黄色葡萄球菌测量不确定度评定方法, 通过分析检测全

过程中不确定度的来源, 建立数据模型对测量不确定度

进行评定, 为日常的金黄色葡萄球菌检测工作提供测量

不确定度评定依据, 为食品微生物定量检测(金黄色葡萄

球菌、单核细胞增生李斯特氏菌、蜡样芽孢杆菌等)提供

科学的理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

样品: 飞鹤婴幼儿奶粉, 重量: 900 g/罐, 数量: 5 罐, 
批次: 20191220, 购自六盘水市永辉超市。 

试剂: 氯化钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 
Baird-Parker 培养基、血平板(北京陆桥技术有限责任公司), 
培养基均验证合格且在有效期内。 

仪器: ME802E 百分之一电子天平(分度值 d=0.01 g)[梅
特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司]; BPH-9272 恒温培

养箱(上海一恒科学仪器有限公司); 1379 Ⅱ级 A2 生物安全

柜[赛默飞世尔(苏州)仪器有限公司]; KG-SX-500 高压灭菌

锅(日本 TOMY 公司)。 

1.2  实验方法 

称取 25 g 乳粉于 225 mL 生理盐水中, 混匀后制成

1:10 的样本均液。活化金黄色葡萄球菌制成麦氏浓度为 0.5
的菌悬液, 添加 0.5 mL 至上述 1:10 的样本均液中, 对 1:10
的样品均液进行 10 倍系列稀释, 选择 2~3 个连续的适宜稀

释度的样品均液, 每个稀释度分别吸取 1 mL 按 0.3、0.3、
0.4 mL 的接种量接种至 Baird-Parker 平板上, 用无菌涂布

棒涂布至整个平板, (36±1) ℃倒置培养 24~48 h, 选择有典

型金黄色葡萄球菌菌落且同一稀释度 3 块平板上的所有菌

落数合计在 20~200 CFU 之间的平板, 计数典型菌落[8]。由

2 组人员同时进行, 每组进行 10 次重复测定。 

2  结果与分析 

2.1  不确定度的主要来源分析 

分析金黄色葡萄球菌检测的不确定度来源主要有单

次样品检测产生的不确定度和重复检测过程中产生的不确

定度, 单次检测产生的不确定度由天平称量引入的不确定

度 u(M)、10 倍稀释引入的测量不确定度 u(V)、加样至平

板引入的测量不确定度 u(J)组成。重复性检测引入的不确

定度包括测试环境、培养温度、培养时间、样本的均匀性、

取样的重复性、结果计数等。样本储存条件、试剂等其他

因素在此忽略。不确定度来源分析见图 1。 
 
 

 
 
 

图 1  金黄色葡萄球菌检测过程中测量不确定度引入来源 
Fig.1  Sources of uncertainty in the measurement of  

Staphylococcus aureus 
 

2.2  数据模型 

依据 GB 4789.10—2016[8]标准中第二法, 单次检测金

黄色葡萄球菌菌落数 T 值为式(1)。 

Cd
ABT 

                   
(1) 

其中 T 表示为样品中金黄色葡萄球菌菌落总数, A 表示为

某一稀释度典型菌落的总数, B 为某一稀释度鉴定为阳性

的菌落数, C 为某一稀释度用于鉴定试验的菌落数, d 为稀

释因子。 

2.3  不确定度评定 

2.3.1  样品制备和稀释过程中引入的不确定度评定 
样品制备和稀释过程中产生的不确定度主要由样品

称量(B 类)、样品稀释(B 类)引入。 
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(1)电子天平称量 25 g 样品引入的不确定度 
在制备 1:10 的样品均液时, 用电子天平称量 25 g 奶

粉至 225 mL 的生理盐水中制得。电子天平校准时用到的

标准砝码引入的不确定度可以忽略不计, 电子天平称量引

入的不确定度 u(M) 主要来自天平的最大允许误差

(maximum permissible error, MPE)。本研究采用Ⅱ级电子天

平进行称量, 实际分度值 d=0.01 g, 检定分度值 e=10 d= 
0.1 g, 根据 JJG 1036—2008《电子天平检定规程》[9], 准确

级为Ⅱ级的电子天平的 MPE=±0.5e=±0.05 g, 根据 JJF 
1059.1—2012[4], 最大允许误差导致的不确定度属于均匀

分 布 , 因 此 u(M)=0.05 g/ 3 ≈0.0289 g, urel(M)=u(M)/     
25 g≈0.00116。 

(2)用量筒量取 225 mL 生理盐水引入的不确定度 
在制备 1:10 的样品均液时, 用分度值为 5 mL 的   

250 mL 量筒量取 225 mL 生理盐水, 引入了测量不确定度

u(V1)主要包括 3 个独立的分量, 分别是量筒的容量允差引

入的体积不确定度 u(V1‒MPE)、肉眼判断液面引入的体积不

确定度 u(V1‒e)和量具校准时与使用时的温度差异引入的体

积不确定度 u(V1‒t)。 
①根据 JJG 196—2006《常用玻璃量器检定规程》[10]

的要求, 250 mL 量筒的容量允差是±1.0 mL, 取均匀分布, 

得 u(V1‒MPE)=1.0 mL/ 3 ≈0.577 mL。 
②量筒分度值是 5 mL, 取均匀分布 , 得 u(V1‒e)=    

5 mL×0.5/ 3 ≈1.443 mL。 
③ 温 差 5 ℃, u(V1‒t)=225 mL×5 ℃×2.1×10‒4 

/℃=0.2363 mL。 
④合成 u(V1) 

u(V1)= )( )( )( t-1
2

e-1
2

MPE-1
2 VuVuVu  ≈1.5719 mL, 

实际量取 225 mL, urel(V1)=u(V1)/225 mL=0.00699。 
(3)稀释过程中引入的不确定度 
将制得的 1:10 的样品均液逐级稀释至 1:100、

1:1000、1:10000 比例的样本均液, 稀释过程中使用 1 mL
的移液管移取上级样品均液加至装有 9 mL 的生理盐水

的稀释管中, 生理盐水稀释管使用 10 mL 的 A 级分度移

液管移取进行分装。稀释过程相同, 引入的不确定度相

同。用移液管移取 1 mL 样品匀液及用 10 mL 的移液管

分装 9 mL 的生理盐水引入的不确定度 u(V2)和 u(V3)均主

要包括 3 个独立的分量, 分别是移液管的容量允差引入

的体积不确定度、肉眼判断液面引入的体积不确定度和

量具校准时与使用时的温度差异引入的体积不确定度。

1 mL A 级分度移液管的容量允差是±0.008 mL, 分度值

是 0.01 mL, 10 mL A 级分度移液管的容量允差是±  
0.05 mL, 分度值是 0.5 mL, 取均匀分布 , 计算方法同

2.3.1(2), 结果见表 1。 
本研究的检测结果在稀释比例为 1:10000 上, 从第

二步稀释过程至 1:10000 共进行 3 次稀释过程, 在样品制

备和稀释过程中相对标准不确定度 urel(d)的计算公式见

式(2)。 
 
 

表 1  逐级稀释过程中引入的测量不确定度 
Table 1  Measurement uncertainty in the process of step dilution 

稀释比例 使用玻璃器具 移取体积 不确定度 

1:100 
1 mL A 级移液管

10 mL A 级移液管
1 mL 
9 mL 

urel(V2)=0.00555
urel(V3)=0.00466

1:1000 
1 mL A 级移液管

10 mL A 级移液管
1 mL 
9 mL 

urel(V2)=0.00555
urel(V3)=0.00466

1:1000 
1 mL A 级移液管

10 mL A 级移液管
1 mL 
9 mL 

urel(V2)=0.00555
urel(V3)=0.00466

 
 

Urel(d)= )]()([3)()( 3
2

rel2
2

rel1
2

rel
2

rel VuVuVuMu 
 

=0.0144             (2) 
2.3.2  样品加样引入的不确定度评定 

一般情况下, 肉眼观察结果在 Baird-Parker 平板上的

金黄色葡萄球菌菌落清晰可见, 平皿上菌落数的不确定度

可忽略不计。样品加样过程中 1 mL 分别以 0.3、0.3、0.4 mL
的加样体积接种 3 块 Baird-Parker 平板, 引入的不确定度

urel(J)主要包括由 2 次移取 0.3 mL 的 urel(J0.3)和 1 次移取 
0.4 mL 的 urel(J0.4)组成, 每次移取分别由 1 mL 移液管的容

量允差引入的体积不确定度、肉眼判断液面引入的体积不

确定度和量具校准时与使用时的温度差异引入的体积不确

定 度 计 算 同 2.3.1(3), 合 成 u(J0.3)=0.00555 mL, 
urel(J0.3)=urel(J0.3)/0.3 mL=0.0185; 合成 u(J0.4)=0.00555 mL, 
urel(J0.4)/0.4 mL ≈0.0139 mL。 

加样至平板的相对标准不确定度 urel(V4)计算见式(3)。 

urel(J)= )( )( )( 0.4
2

rel0.3
2

rel0.3
2

rel JuJuJu  ≈0.0296 (3) 

2.3.3  标准不确定度的合成 
金黄色葡萄球菌单次检测过程中的标准不确定度

urel(T)主要由稀释过程引入的标准不确定度 urel(d)和样品加

样引入的相对标准不确定度 urel(J)组成。 

urel(T)= )( )( 2
rel

2
rel Judu  ≈0.0329。 

2.3.4  来自样品重复测量的不确定度 u(R) 
在正常情况下, 金黄色葡萄球菌的检测过程只进行

一次, 进行重复检测次数较少, 为提高自由度, 由 2 组人

员在一定的时间内同时进行 10 次重复检测操作, 评定其

标准差和标准不确定度, 做 A 类测量不确定度的预评定, 
样品检测数据见表 2。 

每组实验过程中, 同一样品制备 10 份稀释液, 每份

稀释液测得一个值参与计算 T 值, 测量次数为 1。由表 2
数据, 根据贝塞尔公式计算标准差 Sp 和标准不确定度,  
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表 2  样品检测数据 
Table 2  Detection results of sample 

序号 组 1 检测结果(T1/CFU) lgT1i 2
1i1 )lglg( TT   组 2 检测结果(T2/CFU) lgT2i 2

2i2 )lg(lg TT   

1 1.15×106 6.061 0.0184 6.8×105 5.833 0.00442 

2 1.04×106 6.017 0.00847 6.2×105 5.792 0.000697 

3 1.44×106 6.158 0.0545 4.8×105 5.681 0.00718 

4 9.5×105 5.978 0.00278 2.0×105 5.301 0.216 

5 9.8×105 5.991 0.00439 1.64×106 6.215 0.201 

6 1.05×106 6.021 0.00925 5.5×105 5.740 0.000657 

7 9.4×105 5.973 0.00232 6.4×105 5.806 0.00161 

8 6.5×105 5.813 0.0126 1.07×106 6.029 0.0694 

9 8.6×105 5.934 0.0000902 5.6×105 5.748 0.000317 

10 2.0×105 5.301 0.389 3.3×105 5.519 0.0612 

平均值 9.26×105 5.925 求和 0.502 6.77×105 5.766 求和 0.563 

 

S1= 1

)lg(lg
1

2
11i






n

TT
n

i ≈0.236; 

S2= 1

)lg(lg
1

2
22i






n

TT
n

i ≈0.250; 

Sp= m
1

2
i



m

i

S

=
2 2

1 2
2

S S ≈0.243。 

正常检测时, 测量进行 1 次, 重复测量的不确定度为:  

1
)( ps

Ru  =0.243。 

自由度 v=(10‒1)×2=18。 
2.3.5  标准不确定度合成 

金黄色葡萄球菌测定过程中的标准不确定度 uc(TR)主
要由单次检测引入的测量不确定度 urel(T)和重复测量的不

确定度 u(R)组成。 
2 2

c R rel( ) ( ) ( )u T u T u R  ≈0.245。 

2.3.6  结果报告 
根据 JJF 1059.1—2012[4], 取包含因子 k=2, 则该样品

扩展不确定度 U=u(y)×k=0.245×2≈0.490。 
以组 1 的第 5 次检测为例 , 检测结果 T15=9.8×     

105 CFU/g, 取 对 数 lgT15=5.991, 考 虑 不 确 定 度 应 为

5.991±0.490, 取反对数, 检测结果报告 TR 的取值范围为

0.3×106~3.0×106 CFU/g。 

3  结论与讨论 

(1)评定金黄色葡萄球菌测量不确定度的重要性 
本研究探讨了标准 GB 4789.10—2016[8]中第二法检

测金黄色葡萄球菌检测过程中测量不确定度的引入来源, 

由于自然污染金黄色葡萄球菌样品难以捕获, 本研究用

人工污染奶粉进行评定。GB 29921—2013[3]中规定了金黄

色葡萄球菌限量 , 覆盖了大多数食品 , 因此准确评价金

黄色葡萄球菌的污染程度尤为重要。通过测量不确定度

的评定 , 可以有效掌握不确定度的来源 , 分析不确定度

各分量之间的占比 , 从而在检测过程中严格控制 , 有效

降低不确定度 [11], 以此得到客观数据 , 确保检测方法的

准确性, 提高检测数据的有效性、可靠性、科学性、公正

性 [12], 当检测结果在标准限量附近时, 结合不确定度判

断产品是否合格更为准确; 其次 , 通过评定金黄色葡萄

球菌检测不确定度 , 分析和评价影响结果的因素 , 为实

验室风险管理提供依据 , 为实验室质量控制提供指导 , 

从而改进实验室质量[13]。 

(2)金黄色葡萄球菌不确定来源分析 
本研究探讨金黄色葡萄球菌检测过程中不确定度来

源主要有样品取样、样品稀释、样品加样体积及重复性检

测引入的不确定度, 重复性检测引入的不确定度包括测试

环境、培养温度、培养时间、样本的均匀性、取样的重复
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性、结果计数等[14]。样本储存条件、试剂(培养基配制时间、

培养基灭菌条件、培养基用量)等由于不便于计算, 且对不

确定度的贡献较小[15‒16], 本研究不予分析, 但是作为不确

定度的来源, 实验室可将相关分量条件制定为作业指导书, 
操作严格按照作业指导书进行, 最大程度减小此类分量带

来的不确定度。 

从不确定度分量结果看, 由重复性检测引入的不确

定度占比 u(R):uc(TR)约为 99%, 为不确定度最主要的来源, 
单次检测引入的不确定度贡献较小, 可忽略。但为了确保

检测结果的可靠性, 不确定度的评定应考虑到食品检测的

整个流程, 尽量分析到所有不确定度分量, 因此本研究也

分析了单次检测过程中引入的不确定度。实验室应严格控

制主要分量, 监控次要分量, 通过提高人员操作技能和熟

练程度, 严格控制实验环境、培养条件, 以及提高检测人

员技术能力等来降低不确定度。 
(3)不确定度模型的建立 
与理化检测项目不同, 由于微生物污染样品中, 检

测物质微生物是活的物质, 不同的菌落之间有互生和拮

抗作用 , 且在样品中的分布具有不均一性 , 不同的微生

物有不同的特性 , 微生物检测结果数据发散性较大 , 尤
其是在样品中目标菌含量数量级较高时, 因而微生物污

染的样品分析结果以宏量为主[17‒18]。由于金黄色葡萄球

菌检测结果发散性比较大, 直接按照贝塞尔公式计算标

准差不太合理, 因此本研究取检测结果的对数计算合并

样本标准差较为合理[19], 同时简单的 Y=X 模型无法考虑

称量、稀释、加样等过程对不确定度的贡献, 不能得出

正确的评定结果[15], 本研究建立数学模型 T=AB/Cd, 充
分考虑了称量、稀释、加样等过程的影响, 并将不确定

度主要来源归于单次检测和重复检测进行评定, 本研究

数学模型和不确定度来源分析可为同类食品中致病菌

检测提供参考。 
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