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摘要：为保证药品质量，建立药品不确定度的评定方法，以及有效评价检测过程带来的不确定度和检验

每个环节引入的误差．根据 《中华人民共和国药典》对２０份同一批次胸痹通脉丸中的需氧菌总数进行检
测，采用 《测量不确定度评定与表示》分析其不确定度来源和评定不确定度分量，然后使用合成的方法

评定需氧菌总数的不确定度，并确定其置信区间．结果表明，需氧菌总数检测结果合成不确定度为
００１９６，扩展不确定度为００４６１，置信区间为１８０～２８１ｃｆｕ／ｇ，检测数据符合正态分布．
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　　不确定度用来表征赋予被测量值的分散性，也
是评价检测数据质量的重要参数之一［１］．由于不
确定度的认可度高，现行检测实验室资质认定和能

力认可均要求评定［２－３］．当检测结果的不确定度影
响符合性判定情况时，不可简单判定，而应对样品

检测全过程进行不确定度的评定［４］．目前，虽然
在食品微生物检验领域中，不确定度的评定是司空

见惯的［５－６］，但对药品微生物检查不确定度评定的

报道较少［７］．需氧菌总数是２０１５年版 《中华人民

共和国药典》（以下简称 《中国药典》）首次提出

的检测项目，其指胰酪大豆胨琼脂培养基上生长的

总菌落数 （包括真菌菌落数）［８］，反映药品在生

产、流通环节是否符合相关规定要求的技术指标．
胸痹通脉丸具有益气活血、温通心阳之功效，用于

气虚血瘀、胸痹心痛等的治疗．为此，本研究拟通
过胸痹通脉丸需氧菌总数的检测，为建立其不确定



度的评定方法，并确定其置信区间，寻找检测过程

关键控制点，保证检验结果准确，以期为其日常检

测不确定度评定提供技术参考．

１　仪器、试药与试剂

１１　仪器
ＭＬＳ３７８１ＬＰＣ型高压蒸汽灭菌器 （松下健康

医疗器械 （上海）有限公司）；ＳｃｏｕｔＳＥ型电子天
平 （奥豪斯仪器 （常州）有限公司，分度值为

００１ｇ，量程为 ０００～６００００ｇ）；ＨＴＹ７６１型匀
浆仪 （浙江泰林生物技术股份有限公司）；ＨＰＰ２６０
型恒温恒湿培养箱 （美墨尔特 （上海）贸易有限

公司）；ＤＫ９８Ⅱ型电热恒温水浴锅 （天津市泰斯

特仪器有限公司）．
１２　试药、试剂

胰酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 （ＴＳＡ，批 号：
１７０７１３）和胰酪大豆胨液体培养基 （ＴＳＢ，批号：
１６１２２２），均购于北京陆桥技术股份有限公司；
胸痹通脉丸 （来自于某医疗机构委托，规格为：

６０ｇ／瓶，批号：２７０９３１，已验证含有微生物）．

２　方法与结果

２１　检测过程
根据２０１５年版 《中国药典》四部通则１１０５，

取２０份样品，每份样品做２个平行，均由同一技
术人员进行检测［８］．

２２　不确定度评定
２２１　数学模型的构建

检测中，当检测结果需氧菌总数 Ｙ由 Ｎ个菌
落数Ｘ通过测量函数ｆ来确定．依据检测方法，确
定测量函数ｆ，则构建数学模型［９］如下：

Ｙ＝ｆ（Ｘ１，Ｘ２，…，ＸＮ）＝ＫＸ／Ｖ， （１）
其中，Ｘ为 ＴＳＡ平板菌落数，单位：ｃｆｕ；Ｖ为取
样体积，单位：ｍＬ；Ｋ为稀释倍数，无量纲；Ｙ为
单位体积需氧菌总数，单位：ｃｆｕ／ｍＬ．
２２２　不确定度来源分析

不确定度主要分为 Ａ类和 Ｂ类．Ａ类不确定
度是在规定检测条件 （重复性检测、重现性检测

和期间精密度检测）下，对所得检测数值进行统

计分析而得的不确定度；Ｂ类不确定度是基于人员
经验或校准证书等有关信息，获得假设概率分

布［１０－１１］，如样品称量及玻璃量器量取等引入的不

确定度．在合成不确定度中，Ｂ类不确定度贡献
较小［１２］．
２２３　分量不确定度的评定

１）重复性检测引入的不确定度．在需氧菌总
数检测中，由于微生物间有互生、共生和拮抗等关

系的存在［１３］，同一稀释级别平行之间，检测数据

差异较大，稀释级别越高，这种差异越显著［１４］．
检测数据 Ｘ取对数后，按照贝塞尔公式计算对数
值的均值和残差平方和，然后计算标准不确定度，

结果见表１．

表１　需氧菌总数检测结果及数据转换

检测次数
检测结果／（ｃｆｕ·ｇ－１） ｌｇＸ

Ｘ１ Ｘ２ ｌｇＸ１ ｌｇＸ２
ｌｇＸ 残差平方和

需氧菌总数置信区间

／（ｃｆｕ·ｇ－１）
１ １９０ ２１０ ２２７８８ ２３２２２ ２３００５ ００００９ ２４９ １６０
２ ３３０ ２４０ ２５１８５ ２３８０２ ２４４９４ ０００９６ ３５１ ２２５
３ ２００ １９０ ２３０１０ ２２７８８ ２２８９９ ００００２ ２４３ １５６
４ １８０ ２２０ ２２５５３ ２３４２４ ２２９８８ ０００３８ ２４９ １５９
５ ２６０ １８０ ２４１５０ ２２５５３ ２３３５１ ００１２８ ２７０ １７３
６ ２８０ ２２０ ２４４７２ ２３４２４ ２３９４８ ０００５５ ３１０ １９９
７ １７０ １８０ ２２３０４ ２２５５３ ２２４２９ ００００３ ２１８ １４０
８ ２８０ ２６０ ２４４７２ ２４１５０ ２４３１１ ００００５ ３３７ ２１６
９ ３００ ３１０ ２４７７１ ２４９１４ ２４８４２ ００００１ ３８１ ２４４
１０ ２４０ ２２０ ２３８０２ ２３４２４ ２３６１３ ００００７ ２８７ １８４
１１ ３８０ ４１０ ２５７９８ ２６１２８ ２５９６３ ００００５ ４９３ ３１６
１２ ２００ ２４０ ２３０１０ ２３８０２ ２３４０６ ０００３１ ２７４ １７５
１３ １８０ １６０ ２２５５３ ２２０４１ ２２２９７ ０００１３ ２１２ １３６
１４ ２６０ ２９０ ２４１５０ ２４６２４ ２４３８７ ０００１１ ３４３ ２２０
１５ ３２０ ２７０ ２５０５１ ２４３１４ ２４６８３ ０００２７ ３６７ ２３５
１６ ２００ ２６０ ２３０１０ ２４１５０ ２３５８０ ０００６５ ２８５ １８３
１７ １３０ １４０ ２１１３９ ２１４６１ ２１３００ ００００５ １６８ １０８
１８ １２０ １８０ ２０７９２ ２２５５３ ２１６７２ ００１５５ １８４ １１８
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续表１

检测次数
检测结果／（ｃｆｕ·ｇ－１） ｌｇＸ

Ｘ１ Ｘ２ ｌｇＸ１ ｌｇＸ２
ｌｇＸ 残差平方和

需氧菌总数置信区间

／（ｃｆｕ·ｇ－１）
１９ １６０ １９０ ２２０４１ ２２７８８ ２２４１４ ０００２８ ２１８ １４０
２０ ２８０ ３２０ ２４４７２ ２５０５１ ２４７６２ ０００１７ ３７４ ２４０
合计 ４６６０ ４６９０ ４６９５２３ ４７１１６５ ４７０３４４ ００７０２ ５８１３ ３７２７

　　因为贝塞尔公式为：

Ｓｐ＝
Σ（ｌｇＸｉ－ｌｇＸ）

２

ｍ×（ｎ－１槡 ）
， （２）

其中，Ｘ为菌落数，ｍ为样本数，ｎ为重复次数．
由公式 （２）计算合并标准差，得

Ｓｐ＝
００７０２
２０×（２－１槡 ）

＝００５９３，

其中，ｍ为２０，重复次数ｎ为２．
因此，标准不确定度为：

ｕｃ＝Ｓｐ槡／ｎ＝００５９３／槡２＝００４１９， （３）
其中重复次数ｎ为２．

需氧菌总数对数值平均值公式为：

ｌｇＸ＝ １
ｍ×ｎ×∑ｉ＝１ｌｇＸｉ， （４）

因此，由 （４）式可得：

ｌｇＸ＝ １
２０×２×（４６９５２３＋４７１１６５）＝２３５１７，

其中，菌落数为Ｘ，样本数ｍ为２０，重复次数ｎ为２．
相对标准不确定度公式为：

ｕｒｅｌ（ｌｇＸ）＝
ｕｃ
ｌｇＸ， （５）

因此，由 （５）式可得：

ｕｒｅｌ（ｌｇＸ）＝
００４１９
２３５１７＝００１７８．

２）称量样品引入的不确定度．取样称量由两
次完成，一次作为空盘，另一次作为毛质量．由于
每次称质量都是独立的，两者线性关系为非相关，

因此不确定度要计算两次［１５］．根据检定证书，标
示扩展不确定度Ｕ＝０５ｅ（ｅ＝０１ｇ，ｋ＝２）．

标准不确定度为：

ｕｍ＝（槡２×０５×０１）／２＝００３５４，
实际称取ｍ＝１０００ｇ样品，则相对不确定度为：

ｕｒｅｌ（ｍ）＝ｕｍ／ｍ＝００３５４／１０００＝０００３５． （６）
３）玻璃量器引入的不确定度．校准：ＪＪＧ

１９６—２００６规定，当２０℃时，标称容量１００ｍＬ的
量出式量筒和标称容量１ｍＬ的Ａ级流出式分度吸
量管的容量允差为 ±１０ｍＬ及 ±０００８ｍＬ［７］．上
述规定给出的不确定度的数值没有置信水平，标准

不确定度是假设校准引起的不确定度，呈矩形

分布．
标准不确定度为：

ｕＶ（１００） 槡＝１０／３＝０５７７４ｍＬ；

　　 ｕＶ（１） 槡＝０００８／３＝０００４６ｍＬ．
则相对不确定度为：

ｕｒｅｌＶ（１００）＝０５７７４／１００＝０００５８；
ｕｒｅｌＶ（１）＝０００４６／１＝０００４６．

温度：上述玻璃量器的校准温度是２０℃，实际检
测温度范围为１８～２６℃，温度波动为Ｔ±４℃，水体膨
胀系数为２１×１０－４／℃，温度引起上述量筒和分度吸
量管取样体积变化分别为±００８４ｍＬ，±００００８ｍＬ．
假定温度变化呈矩形均匀分布．

标准不确定度为：

ｕＴ（１００） 槡＝００８４／３＝００４８５ｍＬ；

　　 ｕＴ（１） 槡＝００００８／３＝００００５ｍＬ．
则相对不确定度为：

ｕｒｅｌＴ（１００）＝００８４５／１００＝００００５；
ｕｒｅｌＴ（１）＝００００５／１＝００００５．

玻璃量器引入的不确定度，汇总于表２．

表２　流出式量具引入的不确定度

玻璃量具 容量允差／ｍＬ
标准不确定度

ｕｖ ｕＴ

移取或定容

体积／ｍＬ
相对标准不确定度

１００ｍＬ具塞量出式量筒 ±１０００ ０５７７４ ００４８５ １００ ０００５８
Ａ级１ｍＬ分度吸量管 ±０００８ ０００４６ ００００５ １ ０００４６

　　４）供试液制备过程引入的不确定度．称取样
品１００ｇ，用量出式量筒量取无菌ＴＳＢ使总体积至

１００ｍＬ，充分混合均匀，作为１∶１０供试液，用校
准级别为 Ａ级的 １０ｍＬ分度吸量管吸取 ９０ｍＬ
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ＴＳＢ，用Ａ级的１０ｍＬ分度吸量管吸取１０ｍＬ上
述供试液至 ９０ｍＬＴＳＢ中，作为 １∶１００供试液．
依次１０倍递增稀释，获得１０倍系列稀释液．

菌数报告规则规定：需氧菌总数的检测宜选取菌

落数小于３００ｃｆｕ的稀释级，作为检测报告的依据［８］．
由于稀释级１∶１０和１∶１００均满足上述要求，本研究可
选取菌落数最高的稀释级作为菌数报告，因此采用稀

释级别为１∶１０作为结果报告．而稀释过程引入的相对

不确定度与标称容量１００ｍＬ的量出式量筒量引入的
相对不确定度ｕｒｅｌ（１００）相等，即为０００５８．
５）取样过程引入的不确定度．用２０ｍＬ分度

吸量管各吸取１０ｍＬ至２个平皿中，所引入的相对
不确定度与标称容量１ｍＬ的Ａ级流出式分度吸量管
引入的相对不确定度ｕｒｅｌ（１）相等，即０００４６．
２２４　合成不确定度

合成标准不确定度公式为：

　　　　　　　　ｕ（ｌｇＸ）＝ ∑
Ｎ

ｉ＝１
［ｕ（Ｘｉ）／Ｘｉ］槡

２

＝ ｕｒｅｌ（ｌｇＸ）
２＋ｕｒｅｌ（ｍ）

２＋ｕｒｅｌ（Ｖ１００）
２＋ｕｒｅｌ（Ｖ１）槡

２， （７）
因此，由 （７）式可得合成标准不确定度：

ｕ（ｌｇＸ）＝ ００１７８２＋０００３５２＋０００５８２＋０００４６槡
２＝００１９６．

合成相对不确定度公式为：

ｕｒｅｌ（ｌｇＸ）＝ｌｇＸ× ∑
Ｎ

ｉ＝１
［ｕ（Ｘｉ）／Ｘｉ］槡

２， （８）

因此，由 （５）可得合成相对不确定度：
ｕｒｅｌ（ｌｇＸ）＝２３５１７×００１９６＝００４６１．

２２５　统计描述
利用软件 ＳＰＳＳ１７．０进行统计分析，结果见

图１和表３．图１显示检测数据对数值近似围绕直
线，表３中的 Ｐ值均显著大于００５，说明检测数
据的对数值近似正态分布．
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表３　正态性检验

ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ检验 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检验

统计量 ｄｆ Ｐ值 统计量 ｄｆ Ｐ值

００９５ ４０ ０２００ ０９８６ ４０ ０８８４

２２６　扩展不确定度
由２２５项下可知，检测数据呈正态分布，重

复取样为２０次，每次取样做２个平行，自由度为
ｎ×（ｍ－１）＝１９，取置信水平９５％，从 Ｔ分布表

查得ｔ００２５（１９）＝２０９３．
根据扩展不确定度公式，得

　　　Ｕ＝ｋ×ｕｒｅｌ（ｌｇＸ）
＝２０９３×００４６１＝００９６５．

２２７　报告检测结果
本研究需氧菌总数的对数值为：

Ｙ＝ｌｇ珔Ｘ±Ｕ＝２３５１７±００９６５，
即２５５１≤Ｙ≤２３７１３．取反对数，２０份样品需氧
菌总数在９５％置信限的菌落数为１８０～２８１ｃｆｕ／ｇ．
由此推算，第１份供试品需氧菌总数的置信区间为
１６０～２４９ｃｆｕ／ｇ．

３　小结与讨论

３１　小结
本研究仅列出了重复性检测、天平、玻璃量具

引入的不确定度，详见表４．重复性检测引入的 Ａ
类不确定度 （００１７８）远远大于其他引入的 Ｂ类
不确定度 （０００８２），与文献 ［１６］报道相一致．

表４　不确定度分量汇总

项目 类别 数值
标准不确

定度

相对不确

定度

贡献

率／％
合计

重复性检测 Ａ ２３５ ００４１９ ００１７８８２５３００１７８

天平 Ｂ １０００ ００３５４ ０００３５ ３１９

１００ｍＬ量出式量筒 Ｂ１００００ ０５７９４ ０００５８ ８７６０００８２

１ｍＬ分度吸量管 Ｂ １００ ０００４６ ０００４６ ５５１

３２　讨论
本研究采用的医院制剂是依据临床经验丰富的
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名老中医提供的验方研制而成，并经注册核准而配

制的自用制剂，因其疗效确切、经济实惠、安全可

靠等优点而广泛用于临床实践［１７］．在中药医疗的
处方中，由于中药味多，化学成分复杂多样，导致

其不确定性增加．随着新版 《中国药典》的实施，

中药医院制剂的质量标准应随之提高，并切实达到

严格执行标准、质量得到控制的目的．在本医疗制
剂中，由于药材细粉直接入药，导致微生物污染的

风险增加，用药安全性受到挑战．因此应严格执行
相关标准，切实保障用药安全，同时检测全过程不

确定度的评定也是应有之义［１８］．
目前，评定不确定度主要在理化检测中开展，而

在微生物的检测领域则较少，需氧菌总数检测尤甚．
虽然两者原理及方法存在较大差异，但均存在评定不

确定度的问题，前者不确定度的评定日益趋于规范，

而后者尚未成熟［１９］．此外，评定化学不确定度的数
学模型是基于化学物质良好均一性而建立起来的，而

微生物的检测存在供试液制备及稀释、培养、菌落计

数和数据修约等环节，引起检测数据分散性大［１２］，

所以其评定不确定度只能参照该数学模型．
文献 ［７］报道显示，由于微生物本身的特殊

性，检测数据不呈正态分布时，不宜进行 Ａ类不
确定度评定．由本研究实验数据的统计描述可知，
检测数据呈正态分布，适合进行 Ａ类不确定度的
评定和合并不确定度的计算．

本研究列出天平、温度、校准等引入的不确定

分量，基于培养基质量、培养条件、计数的个体差

异等引入的不确定度不易量化和统计评价［２０］，对合

成不确定度的贡献较小．而完善作业指导书，规范
操作程序，增加内部审查次数，强化业务培训等可

减少由此引入的不确定度［２１］；参加能力验证可评估

由此引入的不确定度［２２］．总之，需氧菌总数不确定
度的评定，可提高检测结果可信度和准确性，降低

误判的可能性，从而降低检测机构的风险．
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