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基于 RB/T 228评定熟食中菌落总数与大肠菌群
测定的测量不确定度

刘伟平  万建春  韩 颖  江鹏飞  李仕祥

（南昌海关技术中心，江西  南昌   330038）

摘要：［目的］评定熟食中卫生指示菌菌落总数和大肠菌群测定的测量不确定度，提高检测结果的准确性。［方法］采用

GB 4789.2—2022 和 GB 4789.3—2025 平板计数法分别在 A、B 两个条件下对 18 个熟食进行检测，依据 RB/T 228—2023

计算合成标准不确定度（uc（y））和扩展不确定度（U=2×uc（y））。［结果］基于实验室内再现性，菌落总数测定的 uc（y）为

0.030 3（U=0.060 6），大肠菌群测定的 uc（y）为 0.179 7（U=0.359 7）；当考虑所有不确定度分量时，条件 A 下样品 1 的菌

落总数测定的 uc（y）增至 0.109 4（U=0.218 8），大肠菌群测定的 uc（y）增至 0.242 4（U=0.484 8）。［结论］该方法测量不确

定度主要影响因素有技术不确定度、基质不确定度与分布不确定度，应用 RB/T 228—2023 进行不确定度评定可以提高

检测结果的准确性。
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Measurement uncertainty assessment for total aerobic bacterial count and 

coliforms in cooked foods according to RB/T 228

Liu Weiping Wan Jianchun Han Ying Jiang Pengfei Li Shixiang

（Technology Center of Nanchang Customs District, Nanchang, Jiangxi 330038, China）

Abstract: ［［Objective］］ To evaluate the measurement uncertainty in the determination of total plate count and coliform bacteria in cooked 

foods, thereby improving the accuracy of test results. ［［Methods］］ The plate counting methods specified in GB 4789.2—2022 and GB 4789.3—

2025 were employed to detect 18 cooked food samples under two conditions (A and B). The combined standard uncertainty (uc(y)) and 

expanded uncertainty (U=2×uc(y)) were calculated in accordance with RB/T 228—2023. ［［Results］］ Based on intralaboratory 

reproducibility, the uc(y) for total plate count determination was 0.030 3 (U=0.060 6), and that for coliform bacteria determination was 

0.179 7 (U=0.359 7). When all uncertainty components were considered, the uc(y) for total plate count determination of Sample 1 under 

Condition A increased to 0.109 4 (U=0.218 8), and that for coliform bacteria determination increased to 0.242 4 (U=0.484 8). 

［［Conclusion］］ The primary factors affecting the measurement uncertainty of this method include technical uncertainty, matrix uncertainty, 

and distribution uncertainty. The application of RB/T 228—2023 for uncertainty assessment can improve the accuracy of test results.

Keywords: cooked food; total aerobic bacterial count; coliform bacteria; measurement uncertainty

近年来，食品微生物定量检测的测量不确定度研究

日益受到重视，但目前评估方法尚未统一［1-2］。实验室多

采用 RB/T 151—2016《食品微生物定量检测的测量不确

定度评估指南》和 JJF 1059.1—2012《测量不确定度评定

与表示》，或自行设计试验方案［3-4］。而国外对微生物定

量检测的不确定度评定仅基于重复性和再现性且主要依
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据 ISO 19036：2019《食品微生物学  定量测定的测量不

确定度评估》及 ISO/IEC Guide 98-3：2008《测量不确定

度  第三部分：测量不确定度表述指南（GUM：1995）》。

2024 年国家认证认可监督管理委员会发布实施的 RB/T 

228—2023《食品微生物定量检测的测量不确定度评估指

南》对旧版标准 RB/T 151—2016 进行了重大修订，创新性

地引入技术不确定度、基质不确定度、泊松不确定度和确

证不确定度等科学评估方法，优化了试验方案设计，适用

于各类食品微生物定量检测［5-6］，更具科学性和可操作

性，为测量不确定度评估提供了更准确的技术依据。

菌落总数和大肠菌群作为重要的卫生指示菌，其检

测结果可直接反映食品受粪便污染程度及加工环节的卫

生状况［7-8］。这两项指标不仅是国内外食品安全标准的

核心参数［9］，更是食品卫生监管和产品质量控制的关键依

据［10］。当检测结果超标时，不仅提示可能存在肠道致病

菌污染风险，还可能引发食源性疾病［11］。因此，准确评估

其测量不确定度对保障消费者健康和预防食品安全事故

具有重要的现实意义。

研究拟以熟食为研究对象，依据 RB/T 228—2023、

GB 4789.2—2022《食品安全国家标准  食品微生物学检

验  菌落总数测定》和 GB 4789.3—2025《食品安全国家标

准  食品微生物学检验  大肠菌群计数》平板计数法，通过

分析检测过程中的不确定度来源，构建数学模型，探讨菌

落总数和大肠菌群在该基质中的测量不确定度，旨在为

实验室食品微生物定量检测出具检测结果提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料与设备

1.1.1　样品　

熟食：16 份酱卤类肉类熟食和 2 份白切类肉类熟食，

南昌海关技术中心。

1.1.2　主要培养基和试剂　

平板计数琼脂（PCA）、煌绿乳糖胆盐肉汤（BGLB）和

结晶紫中性红胆盐琼脂（VRBA）：北京陆桥技术股份有限

公司；

氯化钠：分析纯，中国医药集团有限公司。

1.1.3　主要仪器设备　

电子天平：BCA2202I-10CN 型，赛多利斯科学仪器

（北京）有限公司；

生物安全柜：KS18 型，赛默飞世尔科技公司；

高压灭菌锅：GR85RL 型，致微（厦门）仪器有限公司；

恒温培养箱：BXP-530Ⅰ型，上海博迅医疗生物仪器

股份有限公司。

1.2　方法

1.2.1　试剂制备　

（1） 无 菌 生 理 盐 水 配 制 ：氯 化 钠 8.5 g，蒸 馏 水

1 000 mL，121 ℃高压灭菌 15 min，分装 225 mL 每瓶备用。

（2） 平板计数琼脂（PCA）配制：将 8.23 g PCA 干粉与

1 000 mL 蒸馏水混匀，121 ℃高压灭菌  15 min，冷却至

50 ℃左右，倾注平板。

（3） 结晶紫中性红胆盐琼脂（VRBA）配制：将 41.6 g 

VRBA 干粉与 1 000 mL 蒸馏水混匀，煮沸灭菌后冷却至

约 50 ℃，倾注平板。

（4） 煌 绿 乳 糖 胆 盐 肉 汤（BGLB）配 制 ：将 40.0 g 

BGLB 干粉溶于 1 000 mL 蒸馏水中，煮沸至完全溶解，分

装为每管 10 mL，经 121 ℃高压灭菌 15 min 后备用。

1.2.2　样品制备　每份样品称取 25 g，放入含 225 mL 无

菌生理盐水的均质袋中，拍击均质 1~2 min，制成 10 倍稀

释匀液。再取该匀液 1 mL 加入 9 mL 生理盐水试管中混

匀，按此方法逐级稀释，得到 10 倍递增系列样品稀释液。

1.2.3　菌落总数测定　按 GB 4789.2—2022 执行。

1.2.4　大肠菌群测定　按 GB 4789.3—2025 执行。

1.2.5　数学模型　不确定度评估的数学模型，具体公式：

N= n1 + n2

2 × d， （1）

式中：

N——样品中菌落总数或大肠菌群数，CFU/g；

n1——平皿 1 上菌落总数或确证大肠菌群阳性后的

大肠菌群数，CFU/g；

n2——平皿 2 上菌落总数或确证大肠菌群阳性后的

大肠菌群数，CFU/g；

d——稀释倍数。

1.2.6　数据处理　采用 Microsoft Excel 2016。

2　结果与分析

2.1　不确定度来源分析

在食品微生物定量检测过程中，当实验室关键技术

环节受控且不变的情况下，B 类不确定度分量对合成不确

定度影响较小［12-14］，而样品内细菌分布的均匀程度以及

重复测量过程所带来的不确定度是影响检验结果准确度

的两项关键因素，实验室可通过再现性标准偏差设计试

验方案，采用合并样本标准差求检测结果的不确定度。

且食品类型复杂，实验室样品不易混匀，致测试部分的微

生物水平分布存在再现性差异，故应考虑基质不确定度

分量。对于平板计数法，仅考虑泊松不确定度，如菌落总

数和大肠菌群平板计数法。然大肠菌群的平板计数法需

要可疑菌落进行确证，故还需考虑确证不确定度。

2.2　技术不确定度

如表 1 和表 2 所示，若直接以贝塞尔公式求取合并样

本标准差，易受数据高离散程度影响而使结果偏大，尤其

当样本均值较小时可能导致不确定度高估，此时可行的

改进方式是以取对数计算。根据式（2）求得菌落总数技
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术不确定度 utech 为 0.030 3，大肠菌群技术不确定度 utech 为

0.179 7。当实验室人员、试剂等关键技术环节发生变化

时应重新评估技术不确定度。

u tech = ∑i= 1

n ( )yi,A - yi,B
2

2n ， （2）

式中：

utech——技术不确定度；

n——实验室样品数量；

i——样品序号；

yi，A——条件 A 下检测结果对数值；

yi，B——条件 B 下检测结果对数值。

2.3　基质不确定度

实验室资源有限时，基质不确定度不受所采用检测

方法的影响，同种基质的不确定评估可适用该基质所有

的定量检测。该评估样品为熟食，且使用实验室内再现

性标准偏差评估技术不确定度，可以使用定值作为基质

不确定度数值。即菌落总数和大肠菌群的基质不确定度

均 umatrix=0.1 lg（CFU/g）。

2.4　分布不确定度

2.4.1　菌落总数分布不确定度　GB 4789.2—2022 的操

作流程仅涉及平板计数，因此仅考虑泊松不确定度。以

样品 1 条件 A 下的检测结果为例，平板上用于计算的菌落

数为 180，根据式（3）求得 uPoisson=0.032 4。

uPoisson = 1/ln 10
∑C

=0.434 3
∑C

， （3）

式中：

uPoisson——泊松不确定度；

∑C——计算结果时每个稀释度平板菌落数之和。

2.4.2　大肠菌群分布不确定度　GB 4789.3—2025 平板

计数法的操作流程涉及菌落计数和可疑菌落确证，因此

需考虑泊松不确定度和确证不确定度。以样品 1 条件 A

下的检测结果为例，平板上用于计算的菌落数为 16，根据

式（3）求得 uPoisson=0.076 8；选取 10 个可疑菌落进行确证，

6 个确实为大肠菌群阳性，根据式（4）求得 uconf=0.102 7。

u conf = 1
2.303

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

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

， （4）

式中：

uconf——确证不确定度；

n c——确证是阳性的菌落数；

np——被测试的疑似菌落数。

表 1　18份样品的菌落总数检测结果

Table 1　Total colony count test results for 18 samples

样品

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

总和

utech

检测结果

xi，A

9 000

94 000

42 000

140 000

45 000

120 000

180 000

280 000

3 300

300 000

72 000

32 000

110 000

130 000

78 000

260 000

290 000

120 000

xi，B

9 800

85 000

49 000

150 000

40 000

140 000

200 000

290 000

4 000

290 000

69 000

33 000

110 000

110 000

86 000

270 000

290 000

120 000

结果对数值

yiA=lg xi，A

3.954 2

4.973 1

4.623 2

5.146 1

4.653 2

5.079 2

5.255 3

5.447 2

3.518 5

5.477 1

4.857 3

4.505 1

5.041 4

5.113 9

4.892 1

5.415 0

5.462 4

5.079 2

yiB=lg xi，B

3.991 2

4.929 4

4.690 2

5.176 1

4.602 1

5.146 1

5.301 0

5.462 4

3.602 1

5.462 4

4.838 8

4.518 5

5.041 4

5.041 4

4.934 5

5.431 4

5.462 4

5.079 2

yi，A-yi，B

-0.037 0

0.043 7

-0.066 9

-0.030 0

0.051 2

-0.066 9

-0.045 8

-0.015 2

-0.083 5

0.014 7

0.018 5

-0.013 4

0.000 0

0.072 6

-0.042 4

-0.016 4

0.000 0

0.000 0

（yi，A-yi，B）
2

0.001 4

0.001 9

0.004 5

0.000 9

0.002 6

0.004 5

0.002 1

0.000 2

0.007 0

0.000 2

0.000 3

0.000 2

0.000 0

0.005 3

0.001 8

0.000 3

0.000 0

0.000 0

0.033 1

0.030 3
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2.5　合成不确定度和扩展不确定度

以样品 1 条件 A 下菌落总数的检测结果为例，最大不

确定度分量是基质不确定度 umatrix=0.1 lg（CFU/g），其次

是泊松不确定度 uPoisson=0.032 4 lg（CFU/g）和技术不确定

度 utech=0.030 3 lg（CFU/g）。经计算，utech/umatrix、uPoisson/umatrix

皆高于 0.2，故所有不确定度分量均应参与最终合成不确

定 度 的 计 算 ， 合 成 不 确 定 度 uc （y） =

0.030 32 + 0.12 + 0.032 42 =0.109 4，扩 展 不 确 定 度 取

95% 的置信水平，k=2，U=2×uc（y）=0.218 8。

以样品 1条件 A下大肠菌群的检测结果为例，贡献最大

的是技术不确定度 utech=0.179 7 lg（CFU/g），其次是确证不

确定度 uconf=0.102 7 lg（CFU/g）、基质不确定度 umatrix=
0.1 lg（CFU/g）和泊松不确定度 uPoisson=0.076 8 lg（CFU/g）。

umatrix/utech、uPoisson/utech及 uconf/utech均大于 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，合成不确定度

uc（y）= 0.179 72 + 0.12 + 0.076 82 + 0.102 72 =0.242 4，

扩展不确定度 U=2×uc（y）=0.484 8。

3　结论

通过分别对熟食中菌落总数和大肠菌群测定不确定

度的评估，结果显示，基于再现性标准偏差的合成标准不

确定度，菌落总数测定的合成标准不确定度为 uc（y）=
SIR=0.030 3，扩展不确定度 U=2×uc（y）=0.060 6；大肠

菌群测定的合成标准不确定度为 uc（y）=0.179 7，扩展不

确定度 U=2×uc（y）=0.359 7。若需考虑基质不确定度、

分布不确定度，如前例样品 1 条件 A 下菌落总数测定的合

成不确定度 uc（y）=0.109 4，扩展不确定度 U=2×uc（y）=
0.218 8；大肠菌群测定的合成不确定度 uc（y）=0.242 4，扩

展不确定度 U=2×uc（y）=0.484 8。

菌落总数和大肠菌群是反映熟食卫生质量的关键指

标，也是食品检验机构检验频次最高的微生物指标［15-16］。

当检测结果接近限值时，测量不确定度评估能够明确结

果的置信范围为风险管理提供科学依据［17］。这种评估不

仅是技术规范的要求，更是实验室数据科学性和检测能

力的重要体现。通过多分量的不确定度分析，实验室可

提升检测结果的可靠性，从而为食品安全监管和企业质

量控制提供更精准的数据支持［18］。因此，开展菌落总数

和大肠菌群测量不确定度评估，对保障食品安全和提升

检验质量具有双重意义。
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表 2　18份样品大肠菌群检测结果

Table 2　Results of coliform bacteria testing for 18 samples

样品

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

总和

utech

检测结果

xi，A

1 600

1 500

4 600

25 000

20 000

23 000

70 000

14 000

170

180

180

260

10

10

220

30

2 900

900

xi，B

1 900

1 100

3 800

23 000

20 000

29 000

60 000

14 000

90

250

250

290

50

30

190

90

2 800

1 500

结果对数值

yi，A=lg xi，A

3.204 1

3.176 1

3.662 8

4.397 9

4.301 0

4.361 7

4.845 1

4.146 1

2.230 4

2.255 3

2.255 3

2.415 0

1.000 0

1.000 0

2.342 4

1.477 1

3.462 4

2.954 2

yi，B=lg xi，B

3.278 8

3.041 4

3.579 8

4.361 7

4.301 0

4.462 4

4.778 2

4.146 1

1.954 2

2.397 9

2.397 9

2.462 4

1.699 0

1.477 1

2.278 8

1.954 2

3.447 2

3.176 1

yi，A-yi，B

-0.074 6

0.134 7

0.083 0

0.036 2

0.000 0

-0.100 7

0.066 9

0.000 0

0.276 2

-0.142 7

-0.142 7

-0.047 4

-0.699 0

-0.477 1

0.063 7

-0.477 1

0.015 2

-0.221 8

（yi，A-yi，B）
2

0.005 6

0.018 1

0.006 9

0.001 3

0.000 0

0.010 1

0.004 5

0.000 0

0.076 3

0.020 4

0.020 4

0.002 2

0.488 6

0.227 6

0.004 1

0.227 6

0.000 2

0.049 2

1.163 1

0.179 7
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