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基于 ISO19036:2019 评估饮用水中
大肠菌群的测量不确定度

钟文涛 1,2 卢 琳 1,2 李 政 1 周培华 1,2 洪振柏 1,2 周 丛 1,2

（1. 湖南省产商品质量检验研究院，湖南  长沙   410007； 

2. 食品安全监测与预警湖南省重点实验室，湖南  长沙   410007）

摘要：［目的］参考 ISO19036：2019 对饮用水中大肠菌群的测量不确定度进行评估。［方法］通过设计试验方案，分别评估技

术不确定度（utech）、基质不确定度（umatrix）和分布不确定度（udistrib），并综合 3 个分量的数值计算合成不确定度（uc(y)）和扩展

不确定度（U）。［结果］对 GB 4789.3—2016第二法进行测量不确定度评估后，得到的技术不确定度为 0.120 2 log（CFU/mL），

基质不确定度为 0.1 log（CFU/mL），分布不确定度分别为 0.065 5，0.026 1 log（CFU/mL），当结果为 440 CFU/mL 时，扩展

不确定度为 0.34 log（CFU/mL），表示为（2.64±0.34） log（CFU/mL）。［结论］ISO19036：2019 对食品中微生物定量检测方

法进行测量不确定度评估相较目前国内标准更科学、更便捷。
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Estimation of measurement uncertainty of coliforms in drinking 

water according to ISO19036:2019
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（1. Hunan Provincial Institute of Product and Commodity Goods Quality Inspection, Changsha, Hunan 410007, China； 
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to estimate the measurement uncertainty of coliforms in drinking water according to ISO19036:

2019.［［Methods］］ By designing protocols, the technical uncertainty (utech), matrix uncertainty (umatrix) and distribution uncertainty (udistrib) 

were estimated respectively, and the combined uncertainty (uc(y)) and extended uncertainty (U) were calculated by combining the values of 

the three components.［［Results］］ After estimating the measurement uncertainty of the second method of GB 4789.3—2016, the technical 

uncertainty was 0.120 2 log（CFU/mL）, the matrix uncertainty was 0.1 log（CFU/mL）, and the distribution uncertainty was 0.065 5 log（CFU/mL） 

and 0.026 1 log（CFU/mL）. When the result was 440 CFU/mL, the extended uncertainty was 0.34 log（CFU/mL）, expressed as （2.64±
0.34） log（CFU/mL）.［［Conclusion］］ According to ISO19036: 2019, the estimation of measurement uncertainty for quantitative 

determinations of microorganisms in food is more scientific and convenient compared to current domestic standards.

Keywords: measurement uncertainty; technical uncertainty; matrix uncertainty; distributional uncertainty

测量不确定度（measurement uncertainty，MU）的评估

是实验室质量管理的重要内容，在实验室资质认定和实

验室认可的评审过程中，均要求体系文件中包含测量不

确定度的评估程序 [1-2]，必要时能正确使用，以便更加客

观公正地表示分析结果。在食品检验领域，微生物在样

品中分布具有随机性，检验周期长达 2~5 d，因此其结果

的测量不确定度评估相对于化学法过程更复杂、数据更

离散。在微生物检验过程中，通过方法验证、仪器校准、

参加能力验证或使用标准物质等一系列实验室管理措施

可有效提高结果的可靠性，但测量不确定度仍不能完全
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消除 [3-4]。

近年来，有关如何评估食品微生物检验方法的测量

不确定度研究较多 [5-10]，其多采用 RB/T 151—2016 方法，

或自行设计试验方案，在如何科学便捷评估微生物测量

不确定度上未能形成统一意见。实验室通常可使用“自

上而下”和“自下而上”两种方法评估测量不确定度。“自

上而下”法是基于“黑匣子”策略，通过最终结果的标准偏

差反映试验过程中数据总体偏离的程度，而“自下而上”

法是逐项分析试验流程中可能产生数据偏离的不确定度

来源，对每个分量加权计算后得到最终结果的测量不确

定度，两种方法各有优势，但结果趋于一致 [11-13]，显然“自

上而下”法具有更高的可接受性。

大肠菌群是食品中常见的卫生指标菌，反映了食品

生产、销售过程中是否存在粪便污染，也是食品检验机构

日常工作中检测频次最高的微生物项目。大肠菌群检验

普 遍 采 用 GB 4789.3—2016 的 第 二 法 。 研 究 拟 应 用

ISO19036：2019 方法，对 GB 4789.3—2016 第二法进行测

量不确定度评估，其中包括平板计数过程和可疑菌确认

过程，旨在为实验室开展相关工作提供参考思路。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

结晶紫中性红胆盐琼脂（VRBA）、煌绿乳糖胆盐

（BGLB）：北京陆桥技术股份有限公司、青岛海博生物技

术有限公司；

氯化钠：分析纯，中国医药集团有限公司。

1.1.2　主要仪器设备　

电子天平：TXB6201L 型，日本 Shimadzu 公司；

电子天平：MW-3000C 型，上海凯士电子有限公司；

生化培养箱：IPP400 型，德国 Memmert公司；

生化培养箱：SPX-250B-Ⅲ型，天津市泰斯特仪器有

限公司；

移液器：0.1~1 mL，德国 Eppendorf公司；

移液器：0.1~1 mL，大龙兴创实验仪器（北京）股份

公司；

拍击式均质器：BagMixer 400 型，法国 Interscience

公司；

涡旋混匀仪：Lab dancer型，德国 IKA 公司。

1.2　测量不确定度评估方法

1.2.1　样品的选择与处理　取 10 桶同一品牌、同一批次

自然污染的桶装饮用水，试验前，将水桶封口处用 75% 酒

精消毒，移入洁净间内待测。

1.2.2　技术不确定度评估方法　技术不确定度为操作人

员在取样、混匀、梯度稀释、培养基配制、培养过程及菌落

计数等操作过程中带入的不确定度。依据 ISO19036：

2019，技术不确定度的评估有 3 种方式，按优先级分别为

基于实验室内再现性标准偏差、基于实验室间方法确认

的再现性标准偏差或基于能力验证结果的再现性标准偏

差进行评估。其中第一种方式可在独立的实验室内完

成，最接近大部分实验室的实际工作情况，试验方案如

图 1 所示。

技术不确定度评估过程中，需充分考虑可能影响结

果的关键技术因素 [14-15]，包括人员、试剂和仪器设备等，

并保证结果 A 和结果 B 在尽可能不同的条件下得出。该

评估设计的差异化试验方案见表 1。

无菌条件下打开桶装水封口后，由检验员 A 和检验

员 B 独立操作，分别对每份样品取 2 个测试部分按照 GB 

4789.3—2016 第二法流程进行取样和梯度稀释，经 VRBA

琼脂在（36±1） ℃培养 24~48 h，各得到 20 个初步计数结

果，从每块平板上分别挑取 10 个可疑菌落接种 BGLB 肉

汤进行确证试验，根据阳性菌占比对初步计数结果进行

修正后得到最终计数结果，确保初步计数结果和最终计

数结果均在可接受范围内。计算 2 个测试部分平板上菌

落数的平均值，经常用对数转换后计算实验室内再现性

标准偏差，即可得到技术不确定度数值。

1.2.3　可接受结果判定　依据 ISO19036：2019 中可接受

结果判定的表述，结合 GB 4789.3—2016 第二法要求，满

足至少有一个稀释度的菌落数在 15~150 CFU/平板，同时

在确证过程中，至少有 1/2 的疑似菌被确证为目标菌时的

结果为可接受结果。
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图 1　使用实验室内再现性标准偏差评估技术不确定度的

试验方案

Figure 1　Protocol for evaluating technical uncertainty 

using intra-laboratory reproducibility standard 

deviation

69



安全与检测  SAFETY & INSPECTION 总第  276 期  | 2024 年  10 月  |

1.2.4　基质不确定度评估方法　基质不确定度是由于微

生物在食品基质中的分布存在不均匀性和随机性，导致采

样部分不能代表整批样品的微生物污染程度。ISO19036：

2019 中提供了 3 种基质不确定度的评估方式。根据样品

性状，均匀性良好的非黏性液体样品和粉末样品（如奶

粉）基质不确定度较小，可以直接使用定值 0.1 log（CFU/g）

或 0.1 log（CFU/mL）；对于难以完全混匀的样品，基质不

确定度可通过设计试验方案，对同一基质样品在尽可能

一致的试验条件下得到至少 11 个可接受结果，计算重复

性标准偏差得出；可以根据之前实验室评估的数据或引

用来源于其他参考实验室测得的数据，作为相似基质不

确定度的近似值。该评估使用的样品为饮用水，可以使

用定值作为基质不确定度数值。

1.2.5　分布不确定度评估方法　分布不确定度基于统计

学维度，体现了微生物在起始样品匀液和梯度稀释过程

中随机分布的特点。根据检验方法学间的差异，仅基于

平板倾注、平板涂布的方法需考虑泊松不确定度（uPoisson）；

例如大肠菌群、金黄色葡萄球菌等微生物检验项目，需要

对可疑菌落进行确证，还需要额外考虑确证不确定度

（uconf）；对基于最可能数（most probable number，MPN）的

方法，需要考虑 MPN 不确定度（uMPN）。上述 3 种分布不确

定度均可通过简单计算或查询检索表的形式快速得出。

1.2.6　合成不确定度和扩展不确定度评估方法　分别将

技术不确定度的平方、基质不确定度的平方以及相关分

布不确定度的平方加和后再开平方，即得到对应的合成

不确定度。需要注意的是，当某个分量的不确定度小于

最大不确定度分量的 1/5 时，该分量的影响可忽略，不列

入合成不确定度的公式计算。扩展不确定度通过合成不

确定度乘以包含因子（k=2）来计算。

2　结果与分析

2.1　技术不确定度评估结果

将试验得到的数据代入式（1）计算实验室内再现性

标准偏差，得到技术不确定度的评估结果。

u tech = S IR = 1
2n∑i= 1

n ( yiA - yiB )2 ， （1）

式中：

S IR——实验室内再现性标准偏差；

n——实验室样品数量；

i——样品序号，i=1~n（n≥10）；

yiA——条件 A 下得出的数值，log（CFU/mL）；

yiB——条件 B 下得出的数值，log（CFU/mL）。

根据 GB 4789.3—2016 第二法标准要求和技术不确

定度试验方案，测得 10 份饮用水中大肠菌群的最终结果

见表 2。

根据式（1）和表 1 可知，技术不确定度 u tech = S IR =

0.289 1
220 = 0.120 2 CFU/mL。

2.2　基质不确定度评估结果

饮用水为非黏性液体，较容易混合均匀，基质不确定

度可取定值，即 umatrix=0.1 CFU/mL。

2.3　分布不确定度评估结果

GB 4789.3—2016 第二法的操作流程中涉及了平板

计数过程和可疑菌确证过程，因此该评估仅需考虑泊松

不确定度和确证不确定度。

对于某一结果的泊松不确定度，按式（2）进行计算。

uPoisson = 1/ ln ( 10 )

∑C
= 0.434 3

∑C
， （2）

式中：

∑C——计算结果时所使用的菌落总数，CFU/mL。

以条件A时的样品1的数据为例，平板上用于计算的菌落总

数为44，根据式（2）计算uPoisson = 0.434 3
44

=0.065 5 CFU/mL。

对于确证不确定度，可通过 ISO19036：2019 中表 3 进

行检索，或按式（3）进行计算。

u conf = 1
2.303

( n c + 0.5 ) ( np - n c + 0.5 ) n2
p

( np + 1 )2 ( np + 2 ) n2
c

， （3）

式中：

表 1　技术不确定度评估试验条件差异对照表

Table 1　Comparison table for differences in experimental conditions for evaluation of technical uncertainty

关键技术因素

培养基

培养箱

拍击式均质器、涡旋仪混匀

移液器

人员

影响途径

提供营养、筛选典型菌

细菌培养

样液混匀

梯度稀释

试验操作和计数

条件 A

北京陆桥技术股份有限公司

德国 Memmert公司

法国 Interscience公司、德国 IKA 公司

德国 Eppendorf公司

检验员 A

条件 B

青岛海博生物技术有限公司

天津市泰斯特仪器有限公司

手摇混匀

大龙兴创实验仪器（北京）股份公司

检验员 B
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np——被测试的疑似菌落总数；

nc——确证为阳性的菌落总数。

以条件 A 时的样品 1 的数据为例，所有被挑取的

10 个可疑菌落均确证为大肠菌群阳性，检索 ISO19036：

2019 表 3，得到 uconf=0.026 1 CFU/mL。

2.4　合成不确定度和扩展不确定度评估结果

该评估不涉及 MPN 不确定度，因此合成不确定度可

按式（4）进行计算。

u c ( y )= u2
tech + u2

matrix + u2
Poisson + u2

cont 。 （4）

其中，最大的不确定度分量为 utech，umatrix/utech、uPoisson/

utech 及 uconf/utech 均>0.2，因此所有不确定度分量均需纳入

最终合成不确定度的计算，则合成不确定度 u c ( y )=

0.120 22 + 0.12 + 0.065 52 + 0.026 12 = 0.171 5 CFU/mL。

当 k 值取 2（相当于 95% 的置信水平）时，扩展不确定

度按式（5）进行计算。为避免修约误差累计造成的影响，

对结果的修约在最后完成，一般保留两位小数。

U= 2 × u c ( y )。 （5）

因此，试验评估得到的扩展不确定度 U=2×0.171 5=

0.34 CFU/mL。

2.5　结果表示

以条件 A 时的样品 1 的数据为例，大肠菌群计数的最

终 结 果 为 4.4×102 CFU/mL，换 算 成 常 用 对 数 为

2.64 log（CFU/mL），最 终 扩 展 不 确 定 度 为（2.64±
0.34） log（CFU/mL）。在应用该不确定度时还需注明“报

告的扩展测量不确定度依据 ISO19036:2019 进行评估，基

于合成标准不确定度乘以包含因子 k=2，置信水平 95%”。

3　结论

ISO19036：2019 在技术层面上对旧版本作出了较大

篇幅的修订，采用“自上而下”的思路，分为评估技术不确

定度、基质不确定度和分布不确定度 3 个分量，综合后计

算得出合成不确定度和扩展不确定度。在使用不同方法

评估不同基质的测量不确定度时，可利用实验室的历史

数据，通过“搭积木”的方式得到结果，大大降低了重复工

作，相比旧版本更科学、更便捷。RB/T 151—2016 基于

ISO19036：2006 制定，在执行过程中其科学性和可操作性

还 有 进 一 步 优 化 的 空 间 [5,16-17]，目 前 该 标 准 参 照

ISO19036：2019 思路已启动了修订工作。
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