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摘要:目的:对微孔板法测定乳粉中叶酸含量的不确定度

进行分析评估.方法:按 GB５００９．２１１—２０２２中微孔板法

测定婴儿配方乳粉中叶酸含量,依据JJF１０５９．１—２０１２、

CNASＧCL０１ＧG００３:２０２１和 CNASＧGL０５:２０１１等不确定

度评定方法和指南对影响检测结果的各种试验因素进行

分析、计算,得到合成标准不确定度及扩展不确定度.结

果:扩展不确定度U９５＝２２．０８μg/１００g(k＝２),样品中叶

酸含量为(２８２．３３±２２．０８)μg/１００g.不确定度主要来源

于接种微孔板过程、标准曲线拟合和测量重复性.结论:

移液器的准确度和微生物因素对试验结果影响较大,需

保证仪器质量并严 格 按 照 标 准 化 流 程 操 作 以 降 低 不 确

定度.
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Abstract:Objective:Toanalyzeandevaluatetheuncertaintyof

thedetermination offolic acid contentin milk powder by

microplatemethod．Methods:Thecontentoffolicacidininfant

formula milk powder wasdetermined by microplate method

accordingtoGB５００９．２１１—２０２２＂NationalStandardforFood

SafetyＧDetermination of Folic Acid in Foods＂． Various

experimentalfactorsaffectingthetestresultswereanalyzedand

calculatedaccordingtotheuncertaintyevaluation methodsand

guidelinessuchasJJF１０５９．１—２０１２,CNASＧCL０１ＧG００３:２０１１

andCNASＧGL０５:２０１１,andthesyntheticstandarduncertainty

andexpandeduncertaintywereobtained．Results:Theexpanded

uncertaintyU９５＝２２．０８μg/１００g(k＝２),andthefolatecontent

ofthesamplewas(２８２．３３±２２．０８)μg/１００g．Theuncertainty

mainlycomesfrom theprocessofmicroplateinoculation,the

fittingofstandardcurveandtherepeatabilityofmeasurement．

Conclusion:Theaccuracyofpipettesandmicrobialfactorshavea

greatimpactontheexperimentalresults,soitisnecessaryto

ensurethequality oftheinstrumentandstrictlyfollow the

standardizedprocedurestominimizetheuncertainty．

Keywords:folicacid;milkpowder;microporousplatemethod;

uncertainty

叶酸,或称维生素 B９、维生素 M,广泛参与人体内蛋

白质、核酸的代谢和细胞增殖,并且是血红蛋白的组分之

一,对人体尤其是孕妇和婴幼儿的健康至关重要[１].孕

妇缺乏叶酸可致胎儿畸形,婴幼儿缺乏叶酸会阻碍神经

系统发育及引发巨幼细胞性贫血[２－４].中国食品安全标

准对婴、幼儿配方食品中叶酸含量都有强制性要求[５].

叶酸含量的检测方法主要有液相色谱法[６－９]、分光光度

法[８－９]、酶联免疫法[１０－１１]、微生物法[１２－１３]等.由于叶酸

不稳定,见光、受热易分解[１４],因此不适于采用理化方法

检测.目前,微生物法是 GB５００９．２１１—２０２２指定的仲裁

方法,并在２０１４版的试管法基础上增添了新的微孔板

法.微孔板法相较于试管法所耗试剂更少,测定更加快

捷,但因培养体积变小,试验的不确定性发生变化.研究

拟按 GB５００９．２１１—２０２２中微孔板法对婴儿配方乳粉中

的叶酸含量进行同条件下的１０次平行测定,依据 CNASＧ
CL０１ＧG００３:２０２１、CNASＧGL０５:２０１１、JJF１０５９．１—２０１２
等标准对影响检测结果的各种因素进行分析和评估,计
算各分量的不确定度,综合处理后得到合成标准不确定

度及扩展不确定度[１５],以期为实验室质量控制和试验流

程优化提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　耗材试剂

婴儿配方乳粉:长沙市食品药品检验所抽检样;

叶酸标准品:纯度≥９９．０％,国家标准物质中心;
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鼠李糖乳杆菌:ATCC７４７９,美国模式培 养 物 保 藏

中心;

菌种储备用琼脂培养基、叶酸测定用培养基:北京路

桥技术股份有限公司;

微孔板(９６孔)、滤膜(０．２２μm):美国康宁公司.

１．１．２　仪器与设备

电子天平:BSA２２４S型,北京赛多利斯科学仪器有限

公司;

高压灭菌器:SM８３０型,重庆雅马拓科技有限公司;

生化培养箱:LRHＧ２５０F型,上海一恒科技有限公司;

移液器:１mL、２００μL量程,美国Eppendorf公司;

容量瓶:１００,１０００mL容积,湖南湘玻科学仪器有限

公司;

多 功 能 酶 标 仪:Ensight 型,新 加 坡 PerkinElmer
公司.

１．２　试验方法

１．２．１　标准溶液的配制　参照 GB５００９．２１１—２０２２.

１．２．２　接种液的制备　按 GB５００９．２１１—２０２２要求操

作,将鼠李糖乳杆菌菌种转接至菌种储备用琼脂培养基

中,(３６±１)℃恒温培养２０~２４h,连续传种２~３代,挑
取单菌落接种至含有叶酸的叶酸测定用培养液中,(３６±
１)℃恒温培养２０~２４h,转接至不含叶酸的叶酸测定用

培养液中饥饿培养６h,得到接种液.

１．２．３　样液制备　称取约０．１g样品于锥形瓶中,加入

８０mL氢氧 化 钠 乙 醇 溶 液,具 塞,超 声 振 荡 ２h,转 入

１００mL容量瓶中,用无菌水定容.取１mL无菌水稀释

１０倍,过滤除菌,得到样品待测液.

１．２．４　样品测定　按 GB５００９．２１１—２０２２中微孔板法制

备试样系列管和标准系列管(均过滤除菌),与含有接种

液的测定用培养基 (４０μL 接种液/１０ mL 培 养 基)各

１５０μL一起转接至微孔板,覆膜,混匀,于(３６±１)℃恒

温培养３２~４０h,用酶标仪快速测定５４０nm 处吸光值

(若０对照孔出现浑浊,说明可能有杂菌污染,需重做).

１．２．５　数学模型的建立　按式(１)计算样品中叶酸含量.

X＝
c×V×f

m ×
１００

１０００
, (１)

式中:

X———样品中叶酸含量,μg/１００g;

c———样品待测液叶酸浓度的平均值,ng/mL;

V———样品溶液定容体积,mL;

f———样品溶液稀释倍数;

m———样品称取量,g.

１．２．６　数据处理　对各分布类型数据的处理方法及运用

到的计算公式参考JJF１０５９．１—２０１２;标准曲线的二项式

回归方程由Excel程序生成;二项式方程转换为直线方程

的处理方法参考相关文献.

２　结果与分析

２．１　不确定度来源

微孔板法测定叶酸含量过程中的不确定度来源主要

有:① 标准溶液制备引入的不确定度,包括标准品的纯

度、标准物质的称量、稀释,标准系列管的配制;② 样液制

备引入的不确定度,包括样品的称量和稀释,试样系列管

的配制;③ 接种微孔板过程引入的不确定度;④ 拟合标

准曲线引入的不确定度;⑤ 酶标仪仪器误差产生的不确

定度;⑥ 测量重复性引入的不确定度.

２．２　各不确定度分量评定

２．２．１　标准溶液制备引入的不确定度

(１)标准品纯度引入的不确定度:说明书显示其纯度

p≥９９．０％,考虑其在９９．０％~１００．０％区间按均匀分布,

则区间半宽度为０．００５,包含因子k＝ ３,其标准不确定

度u(P)＝
０．００５

３
＝０．００２９,相对标准不确定度urel(P)＝

u(P)
P ＝

０．００２９
０．９９ ＝０．００２９.

(２)标准品称量引入的不确定度:用万分之一天平准

确称取２０．２mg叶酸标准品,天平引入的不确定度主要来

源于示值校准、分辨率和重复性.电子天平校准证书显

示,其在０~１g范围内示值的扩展不确定度为０．３mg

(k＝２),则 标 准 不 确 定 度 u(m示 )＝
U
k ＝

０．３mg
２ ＝

０．１５mg;电子天平分辨率为０．１mg,半区间取０．０５mg,

按均 匀 分 布 处 理,包 含 因 子k＝ ３,则 标 准 不 确 定 度

u(m辨 )＝
０．０５mg

３
＝０．０２９mg.合成二者的标准不确定

u(ms１)＝ u(m示 )２＋u(m辨 )２ ＝ ０．１５２＋０．０２９２ ＝

０．１５３mg,去皮和称样共用了两次天平,合成两次的不确

定度u(ms２)＝ ２×u(ms１)２ ＝０．２１６mg,相对标准不确

定度urel(ms)＝
u(ms２)

m ＝
０．２１６mg
２０．２mg

＝０．０１０７.

(３)配制标准工作液引入的不确定度:将称取的标准

品溶解定容至１０００mL 容量瓶中,制成叶酸标准储备

液,并吸取１．０mL定容至１００mL容量瓶制成叶酸标准

中间液,从中间液中吸取１．０mL定容至１０００mL容量

瓶中得到叶酸标准工作液.配制过程使用到１０００mL
容量瓶２次,１００mL容量瓶１次,１mL移液器２次.容

量瓶和移液器的校准、测量重复性、温度波动引起的液体

体积变化是溶液配制过程不确定度的主要来源,由各量

具校准证书查得其在检定温度２０ ℃时容量校准的扩展

或相对扩展不确定度,则相应的标准或相对标准不确定

度＝
扩展/相对扩展不确定度

包含因子k
,具体结果见表１.
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表１　标准工作液配制过程量具校准引入的不确定度

Table１　Calibrationuncertaintyofgaugesinpreparation

ofstandardworkingsolution

量具
使用

次数

扩展/相对扩展

不确定度(k＝２)

标准不确

定度/mL

相对标准

不确定度

１０００mL单标容量瓶 ２ ０．２０mL ０．１　　 １．０×１０－４

１００mL单标容量瓶 １ ０．０３mL ０．０１５ １．５×１０－４

１mL量程移液器 ２ ０．３％ ０．００１５ １．５×１０－３

　　水在２０℃时膨胀系数为２．１×１０－４ ℃－１,设室温波

动为±５℃,按均匀分布计算,k＝ ３,则温度引起的不确

定度u(t)＝
２．１×１０－４℃－１×５℃×V取液量

３
,每使用一次

容量瓶或移液器都会引入该不确定度.试验环境不变

时,其相对标准不确定度urel(t)＝
u(t)
V取液量

＝６．０×１０－４,为

固定值.

　　合成标准工作液配制过程引入的相对不确定度:

urel(Vs１)＝[２×(１．０×１０－４)２＋(１．５×１０－４)２＋２×

(１．５×１０－３)２＋５×(６．０×１０－４)２]１
２ ＝０．００２５.

(４)配制标准系列管引入的不确定度:使用２００μL和

１mL量程移液器吸取０,０．０５,０．１０,０．２０,０．３０,０．４０,０．５０,

０．６０,０．８０,１．００ mL 叶酸标准工作液至离心管,补水至

１．０mL,共１０个梯度,其间移液器校准引入的不确定度

见表２.吸取标准工作液使用了移液器９次,因此计入

９次温度引起的不确定度,合成标准系列管配制过程引入

的 相 对 不 确 定 度 urel (Vs２ ) ＝

３×(２．５×１０－３)２＋６×(１．５×１０－３)２＋９×(６．０×１０－４)２ ＝

０．００６０.

表２　标准系列管配制过程量具校准引入的不确定度

Table２　Calibrationuncertaintyofgaugesinpreparation

ofstandardseriestubes

量具 使用次数
相对扩展不确

定度(k＝２)/％

相对标准

不确定度

２００μL量程移液器 ３ ０．５ ２．５×１０－３

１mL量程移液器 ６ ０．３ １．５×１０－３

　　(５)合成标准溶液制备过程引入的相对不确定度:综

合计算标准品纯度、标准品称量、标准工作液配制、标准

系列管配制４部分的相对不确定度分量,合成标准溶液

制 备 引 起 的 相 对 标 准 不 确 定 度 urel (S )＝

urel(P)２＋urel(ms)２＋urel(Vs１)２＋urel(Vs２)２ ＝

(２．９×１０－３)２＋(１．０７×１０－２)２＋(２．５×１０－３)２＋(６．０×１０－３)２ ＝

０．０１２９.

２．２．２　样液制备引入的不确定度

(１)样品称量引入的不确定度:用称取标准品同一万

分之一天平准确称取１０３．５mg乳粉试样.已知该天平完

成一次０~１g范围内的称量(去皮＋称样)引起的不确定

度u(m２)＝０．２１６mg,则此次称量的相对标准不确定度

urel(mt)＝
０．２１６mg
１０３．５mg

＝０．００２１.

(２)配制样品待测液引入的不确定度:样品溶液定容

与稀释使用了１次１００mL容量瓶、１次１mL量程移液器、

１次１０mL单标试管,由各自的校准证书查得其在２０℃时

容量校准的扩展或相对扩展不确定度,计算得到各自的相

对标准不确定度,见表３.计入３次温度引起的不确定度,

则 合 成 相 对 标 准 不 确 定 度 urel (Vt１ ) ＝

(２．０×１０－４)２＋(１．５×１０－３)２＋(５．０×１０－４)２＋３×(６．０×１０－４)２ ＝
０．００２１.

表３　样品待测液配制过程量具校准引入的不确定度

Table３　Calibrationuncertaintyofgaugesinpreparation
ofsampletestsolution

量具
使用

次数

扩展/相对扩展不

确定度(k＝２)

标准不确

定度/mL

相对标准

不确定度

１００mL单标容量瓶 １ ０．０４mL ０．０２　 ２．０×１０－４

１mL量程移液器 １ ０．３％ ０．００１５ １．５×１０－３

１０mL单标试管 １ ０．０１mL ０．００５ ５．０×１０－４

　　(３)配制试样系列管引入的不确定度:用１mL量程

移液器吸取０．１,０．２,０．３mL试样待测液至离心管,补水

至０．５mL,移液器校准引入的不确定度见表３.吸取样

液使用了移液器３次,计入３次温度引起的不确定度,合
成试样 系 列 管 配 制 引 入 的 相 对 不 确 定 度 urel(Vt２)＝

３×(１．５×１０－３)２＋３×(６．０×１０－４)２ ＝０．００２９.
(４)合成样液制备过程引入的相对不确定度:综合计

算样品称量、样品待测液配制、试样系列管配制３部分的

相对不确定度分量,得到样液制备引起的合成相对标准

不确定度urel(T)＝ urel(mt)２＋urel(Vt１)２＋urel(Vt２)２ ＝

(２．１×１０－３)２＋(２．１×１０－３)２＋(２．９×１０－３)２ ＝０．００４２.

２．２．３　接种微孔板引入的不确定度　使用２００μL量程

移液器,每孔接种１５０μL含鼠李糖乳杆菌的叶酸测定用

培养基和１５０μL标准系列管或试样系列管.由表２可

知,该２００μL量程移液器校准引入的相对标准不确定度

为２．５×１０－３.标准管每个点设３个平行孔,试样管每个

梯度设２个平行孔,共接种３６孔,每孔使用２次移液器,

计入７２次温度引起的不确定度,则接种微孔板过程引入

的 相 对 标 准 不 确 定 度 urel (I ) ＝

７２×(２．５×１０－３)２＋７２×(６．０×１０－４)２ ＝０．０２１８.

２．２．４　拟合标准曲线引入的不确定度　试验原理是利用
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鼠李糖乳杆菌的生长速率与环境中叶酸含量成正比,通
过检测菌液浊度可反映培养基中初始叶酸含量.理想状

态以叶酸初始含量为横轴,吸光度为纵轴建立的标准曲

线应为直线,但由于培养过程中叶酸不断消耗,乳杆菌产

生的有害代谢物不断累积,实际的生长曲线会逐渐趋于

平缓,因此将标准曲线拟合成二次方程较为符合实际情

况,具体 数 据 见 表 ４,得 回 归 方 程 Y ＝ －２３２．５２x２ ＋
２２．７７５x＋０．１８２１,R２＝０．９９７４.

　　先将二次曲线方程转化成一次直线方程[１６]:

Y＝－２３２．５２x２＋２２．７７５x＋０．１８２１＝－２３２．５２(x－
０．０４９０)２＋０．７３９,令Z＝(x－０．０４９０)２,则原方程可以转

化为Y＝aZ＋b＝－２３２．５２Z＋０．７３９,斜率a＝－２３２．５２,

截距b＝０．７３９,标准曲线校准点吸光度值残差的标准差:

Sz ＝
∑

n

i＝１
[Yi －(aZi ＋b)]２

n－２
, (２)

式中:

n———标准系列管孔数;

Yi———仪器测得的各标准系列管吸光度值(即表４

表４　标准曲线试验数据

Table４　Standardcurveexperimentaldata

每孔叶酸标

准品含量/ng

吸光度值

A１ A２ A３ A
０．００００ ０．１９０ ０．１８６ ０．１８９ ０．１８８

０．００１５ ０．２１１ ０．２１０ ０．２１５ ０．２１２

０．００３０ ０．２３９ ０．２２８ ０．２３６ ０．２３４

０．００６０ ０．３１８ ０．３１５ ０．３２８ ０．３２０

０．００９０ ０．３８４ ０．３６９ ０．３９０ ０．３８１

０．０１２０ ０．４２３ ０．４１３ ０．４２１ ０．４１９

０．０１５０ ０．４６０ ０．４４８ ０．４７７ ０．４６２

０．０１８０ ０．５１１ ０．５１９ ０．５２３ ０．５１８

０．０２４０ ０．５９８ ０．５９１ ０．５９６ ０．５９５

０．０３００ ０．６５８ ０．６６７ ０．６４７ ０．６５７

中A１~A３数值);

aZi ＋b———由标准曲线公式算得的理论吸光度值

(见表５).

由标准曲线拟合引入的不确定度:

u(c)＝
Sz

|a|
１
p ＋

１
n ＋

(C－Z)２

∑
n

i＝１
(Zi －Z)２

, (３)

式中:

p———试样系列管孔数;

C———测得的各试样系列管叶酸含量转换为Z 后的

平均值;

Zi———各标准系列管叶酸含量转换为Z 后的值;

Z———各标准系列管叶酸含量转换为Z 后的平均值

(见表５).

将６个试样孔所得的吸光值代入一次方程中,得到

相应Z 的值,取其平均数可得C＝０．００１０１９,结合表５可

得,u(c)＝
０．０１０５
２３２．５２

１
６＋

１
３０＋

(０．００１０１９－０．００１４６９)２

０．０００００４３７ ＝

２．２４×１０－５,urel(c)＝
u(c)
C ＝

２．２４×１０－５

１．０２×１０－３＝０．０２２０.

２．２．５　酶标仪测定引入的不确定度　多功能酶标仪检定

证书给出的吸光度示值校准的相对扩展不确定度U＝

０．０１２(k＝２),则 使 用 酶 标 仪 引 入 的 相 对 不 确 定 度

urel(E)＝
０．０１２

２ ＝０．００６.

２．２．６　测量重复性引入的不确定度　重复性引入的不确

定度适合按 A类不确定度评定方法计算.对该乳粉样品

进行 １０ 次 平 行 测 定,使 用 贝 塞 尔 公 式 计 算 标 准 偏 差

S(R)＝７．４７１９.标准要求报告取两个平行结果的平均

值,因此重复性引入的不确定u(R)＝
S(R)

２
＝５．２８３４,相

对不确定度urel(R)＝
u(R)
X ＝

５．２８３４
２８２．３３＝０．０１８７.

表５　标准曲线各校准点叶酸含量离均差及吸光度值残差

Table５　Meandeviationoffolateandresidualabsorbancevalueateachcalibrationpoint

Zi (Zi－Z)２ aZi＋b [Yi－(aZi＋b)]２

０．００２４０１ ０．００００００８７ ０．１８０７１９ ０．００００８６ ０．００００２８ ０．００００６９

０．００２２５６ ０．００００００６２ ０．２１４３７７ ０．００００１１ ０．００００１９ ０．００００００

０．００２１１６ ０．００００００４２ ０．２４６９８８ ０．００００６４ ０．０００３６１ ０．０００１２１

０．００１８４９ ０．００００００１４ ０．３０９０７１ ０．００００８０ ０．００００３５ ０．０００３５８

０．００１６００ ０．０００００００２ ０．３６６９６８ ０．０００２９０ ０．０００００４ ０．０００５３０

０．００１３６９ ０．０００００００１ ０．４２０６８０ ０．０００００５ ０．００００５９ ０．００００００

０．００１１５６ ０．００００００１０ ０．４７０２０７ ０．０００１０４ ０．０００４９３ ０．００００４６

０．０００９６１ ０．００００００２６ ０．５１５５４８ ０．００００２１ ０．００００１２ ０．００００５６

０．０００６２５ ０．００００００７１ ０．５９３６７５ ０．００００１９ ０．０００００７ ０．０００００５

０．０００３６１ ０．０００００１２３ ０．６５５０６０ ０．０００００９ ０．０００１４３ ０．００００６５
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２．３　合成标准不确定度

综上,接种微孔板、拟合标准曲线和测量重复性三者

对试验结果影响较大:接种微孔板引入的不确定度主要

来自所使用移液器的校准;拟合标准曲线引入的不确定

度主要与微生物生长状况的发散性相关;测量重复性引

入的不确定度与试验仪器精密度、人员操作稳定性及微

生物生长状况的发散性相关,其中后者起关键作用.

将各不确定度分量综合计算,得到此次叶酸测定的

合成标准不确定度

u (X ) ＝ X × urel (X ) ＝ X ×

urel(S)２＋urel(T)２＋urel(I)２＋urel(C)２＋urel(E)２＋urel(R)２ ＝
２８２． ３３ ×

０．０１２９２＋０．００４２２＋０．０２１８２＋０．０２２２＋０．００６２＋０．０１８７２ ＝
１１．０４μg/１００g.

２．４　扩展不确定度

该检测结果属于正态分布,当置信水平为９５％时,包
含因子k＝２,扩展不确定度U＝u(X)×k＝１１．０４×２＝
２２．０８μg/１００g.此次测定的乳粉样品中叶酸含量可表

示为(２８２．３３±２２．０８)μg/１００g.

３　结论

微孔板法的引入是国标叶酸测定方法的一次优化,

其相较于传统的试管法,首先成倍减少了培养基的用量,

降低了试验成本.其次,标准管和试样管改用过滤灭菌

替代高压灭菌,避免了叶酸受热分解影响检测结果.再

次,使用一次性微孔板代替试管,一方面避免了试管因未

洗净带入残留造成不良影响,一方面微孔板可以直接使

用酶标仪一次性读取全部孔结果,避免了使用分光光度

计时逐管测定频繁操作造成的干扰.但新方法有其相应

的不确定性.

试验表明,该样品中叶酸含量可表示为(２８２．３３±
２２．０８)μg/１００g(置信度９５％).新增的接种微孔板步骤

以及拟合标准曲线、测量重复性,三者是不确定度的主要

来源.接种微孔板过程需频繁使用移液器,选用质量较

好的移液器能有效降低该不确定度分量.后二者涉及鼠

李糖乳杆菌的培养,而微生物的生长状况发散性较大,其
影响因素主要有:所用菌株的活性、样品基质所含杂质、

培养基的质量、培养条件如温度、时长[１７].因此,选用性

状稳定、正规来源的新鲜标准菌株,确保待测样品不含除

叶酸外影响鼠李糖乳杆菌生长的其他成分,选用正规厂

商培养基并严格按要求配制,使用经检定的恒温培养箱,

在适宜的菌液浓度(孔底未出现沉淀)时收取等措施能尽

可能降低微生物因素引起的不确定度.标准品和样品的

称量、稀释,标准溶液和样液的配制,以及酶标仪的仪器

误差是不确定度的次要来源,可通过使用精密度更高的

仪器并注意维护保养、定期检定以减小该部分的影响.
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