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［摘　 要］ 　 建立了管碟法测定吉他霉素含量不确定度的评定方法。 通过建立数学模型，应用测量

不确定度评定与表达理论，分析不确定度来源，对各个不确定度分量进行评估，计算扩展不确定度，
得到测定结果的不确定度报告。 本实验的测定结果可表示为（１６３６．２±１１．１）Ｕ ／ ｍｇ（ｋ ＝ ２），测量不确

度的主要来源为溶液的制备过程。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｒｅｐｏｒｔ
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ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｃａｍｅ ｆｒｏｍ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．
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　 　 测量不确定度是表征合理地赋予被测量之值

的分散性，与测量结果相联系的参数［１］。 测量不确

定度对于实验室间比对、测量结果临界值的判断、

方法的确认及检测工作国际化等方面都具有重要

意义。 ＩＳＯ ／ ＩＥＣ１７０２５ 标准明确规定检测实验室应

具有并应用评定测量不确定度的程序，在国家实验

室认可的评审过程中，测量不确定度报告同样被关

注。 本文根据相关技术规范标准和参考文献［２－８］，

对管碟法测定吉他霉素效价结果的不确定度进行

评定，以期为试验方法的优化和准确认识测量结果

提供参考。

１　 仪器与试药

抗生素效价测量仪（北京潮声技术开发公司，

ＣＨＢ － １）；分析天平 （ ＭＥＴＴＬＥＲ － ＴＯＬＥＤＯ， ＡＸ －
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２０５），３７ ℃恒温培养室；钢管自动放置器（北京先

驱威峰技术开发公司，ＺＹ－３００Ｇ）；吉他霉素标准品

（中国食品药品检定研究院，１４６２ Ｕ ／ ｍｇ，批号 ０３５７
－９９０１）；吉他霉素供试品（企业提供）；枯草芽孢杆

菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） ［ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１］ （中国药品

生物制品检定所）；抗生素检定培养基Ⅱ号，灭菌

０．９％氯化钠溶液，灭菌磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．８），营
养琼脂培养基（北京中海动物保健科技公司）；乙醇

（国药集团化学试剂有限公司，分析纯）。
２　 方法与结果

２．１　 标准品溶液与供试品溶液的制备 　 依据《中
华人民共和国兽药典》 ［９］ ２０１５ 年版一部抗生素微

生物检定法配制。 标准品溶液的制备：精密称取吉

他霉素标准品置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，按吉他霉素每

２ ｍｇ加乙醇 １ ｍＬ 使溶解，用灭菌水稀释至刻度，摇
匀制得每 １ ｍＬ 中含 １０００ Ｕ 的溶液；精密量取该溶

液 １０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加灭菌磷酸盐缓冲液

稀释至刻度，摇匀；再分别精密量取该溶液 １０ ｍＬ，
分别置 ５０ ｍＬ 和 １００ ｍＬ 容量瓶中，加灭菌磷酸盐

缓冲液稀释至刻度，摇匀，得每 １ ｍＬ 含 ４０ Ｕ 和

２０ Ｕ的溶液，分别作为标准品溶液的高、低剂量。
供试品溶液的制备：精密称定吉他霉素供试品，按
上述方法制备，得每 １ ｍＬ 含 ４０ Ｕ 和 ２０ Ｕ 的溶液，
分别作为供试品溶液的高、低剂量。
２．２　 双碟的制备与培养　 取平底双碟 ８（ｎ）套，分
别加入加热融化的培养基 ２０ ｍＬ，放置在水平台面

上使凝固，作为底层；另取加热溶化后温度降至约

５０ ℃的培养基适量，加入 ６５ ℃保温 ３０ ｍｉｎ 的枯草

芽孢杆菌的菌悬液适量，摇匀；在凝固好的底层培

养基上加入 ５ ｍＬ 该含菌培养基，使摊步均匀，作为

菌层；凝固后，在双碟中等距离安置不锈钢小管 ４
（ｋ）个，静置稳定后，将标准品溶液与供试品溶液分

别滴加于不锈钢小管内，将双碟置 ３７ ℃恒温培养

室，培养 １６～１８ ｈ。
２．３　 抑菌圈直径的测定与效价计算　 用效价测量

仪测量各抑菌圈的直径，照生物检定统计法［９］ 进行

可靠性检验与效价计算。 当可靠性检验结果回归

非常显著（Ｐ＜０．０１）与偏离平行不显著（Ｐ＞０．０５）

时，试验结果成立。 测定结果见表 １。

表 １　 吉他霉素效价测定抑菌圈直径测量结果

Ｔａｂ １　 ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｉｒｃｌｅｓ

ｉｎ ｐｏｔｅｎｃｙ ａｓｓａｙ ｏｆ Ｋｉｔａｓａｍｙｃｉｎ
碟号（Ｎｏ．） ｄＳ１ ｄＳ２ ｄＴ１ ｄＴ２ ∑Ｙｎ

１．００ １７．６９ １９．５８ １７．８４ １９．３８ ７４．４９

２．００ １７．１４ １８．８２ １７．１９ １９．０６ ７２．２１

３．００ １６．８１ １８．３９ １６．７０ １８．４５ ７０．３５

４．００ １７．８４ １９．５８ １７．８０ １９．５６ ７４．７８

５．００ １７．６５ １９．５７ １７．９０ １９．３６ ７４．２７

６．００ １７．８８ １９．５４ １７．８７ １９．５５ ７４．８４

７．００ １６．３６ １７．９１ １６．２７ １７．９４ ６８．４８

８．００ １７．８１ １９．２２ １７．８６ １９．７３ ７４．６２

∑Ｙｋ １３９．１８ １５２．６１ １３９．２２ １５３．０３ ５８４．０４

３　 测量不确定度的评定

３．１　 数学模型

Ｐ ｔ ＝Ｄ×Ａｔ×ｌｇ
－１ Ｔ２＋Ｔ１－Ｓ２－Ｓ１

Ｔ２＋Ｓ２－Ｔ１－Ｓ１
×１

é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú

Ｄ＝
ＣＳ

ＣＴ
＝
ｍＳ×Ｐ Ｓ ／ ＶＳ

ｍＴ×ＡＴ ／ ＶＴ
＝
ｍＳ×Ｐ Ｓ×ＶＴ

ｍＴ×ＡＴ×ＶＳ

Ｄ：标准品溶液浓度与供试品溶液浓度的比值；
Ａｔ：供试品的估计效价（Ｕ ／ ｍｇ）；Ｓ２：标准品高浓度

溶液抑菌圈直径的和（ｍｍ）；Ｓ１：标准品低浓度溶液

抑菌圈直径的和（ｍｍ）；Ｔ２：供试品高浓度溶液抑菌

圈直径的和（ｍｍ）；Ｔ１：供试品低浓度溶液抑菌圈直

径的和（ｍｍ）；ＣＳ：标准品溶液浓度（Ｕ ／ ｍＬ）；ＣＴ：供
试品溶液浓度（Ｕ ／ ｍＬ）；Ｐ Ｓ：标准品效价（Ｕ ／ ｍｇ）；
ｍＳ；标准品的称样量 （ｍｇ）；ｍＴ：供试品的称样量

（ｍｇ）；ＶＳ：标准品的稀释体积（ｍＬ）；ＶＴ：供试品的

稀释体积（ｍＬ）；Ｉ：高低剂量之比的对数，Ｉ ＝ ｌｇ ２
１

＝

０．３０１，为常数。
３．２　 测量不确定度来源分析　 测量不确定度来源

的分析常从数学模型入手，该数学模型中的各个参

数可能都有一个与其数值相关的不确定，成为不确

定度的潜在来源。 从样品的称量到抑菌圈的测定，
不确定度的来源除抑菌圈直径测量值引起的输入

量的标准不确定度外，还包括标准品和供试品的称

·３５·
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量、标准品的效价、溶液的配制、玻璃仪器和定量移

液器的校准、温度、效价测量仪等。
３．３　 测量不确定度的评定

３．３．１　 抑菌圈直径测量的不确定度分量

３．３．１．１　 抑菌圈直径重复测量引入的不确定度分

量　 对抑菌圈直径的数据进行统计分析，根据上述

公式计算效价 （ Ｐ ｔ ） 为 １６３６． ２ Ｕ ／ ｍｇ （可信限率

３．３％），实验测定 ｎ 个培养皿，牛津杯个数 ｋ，统计

分析得自由度 ｆ ＝ （ｋ－１）（ｎ－１），其合并样本标准差

即标准不确定度为：

ｕｘ１ ＝
ｋｎ∑ｙ２－ｋ∑ ∑ｙ（ｎ）[ ] ２＋ ∑ｙ[ ] ２

ｋｎ（ｋ－１）（ｎ－１）
＝ ０．８５６，

ｕｒｅｌｘ１ ＝ ０．８５６ ／ １６３６．２ ＝ ０．０００５２。

３．３．１．２　 效价测量仪引起的不确定度分量 　 仪器

的最大允许误差为±０．０２ ｍｍ，则区间半宽度 αＰ ＝

０．０２ ｍｍ，根据矩形分布，包含因子 ｋ ＝ ３ ，其标准

不确定度为：ｕｘ２ ＝ ０．０２ ／ ３ 。 效价测量仪的标准圈

直径为 １９ ｍｍ，相对标准不确定度为：ｕｒｅｌｘ２ ＝ ０．０１２ ／
１９ ＝ ０．０００６３，合成得：

ｕｒｅｌｘ ＝ ｕｒｅｌｘ１
２＋ｕｒｅｌｘ２

２ ＝ ０．０００５２２＋０．０００６３２ ＝０．０００８２。
３．３．２　 溶液配制的不确定度分量

３．３．２．１　 标准品溶液的不确定度分量 　 标准品的

称量。 依据本实验使用天平的检定证书，电子天平

精度为 ０．０１ ｍｇ，其示值误差为 ０．０４ ｍｇ，重复性标

准偏差为 ０． ０６ ｍｇ。 根据矩形分布， 包含因子

ｋ＝ ３ ，标准不确定度为：ｕｍｓ１ ＝
０．０４
３

＝ ０．０２３，因采用

减重法称量，所以称量过程中引入的不确定度为：

ｕｍｓ ＝ ｕｍｓ１
２×２＋ｕｍｓ１ ＝ ０．００２３２×２＋０．０３５２ ＝ ０．０４８，

相对标准不确定度为：ｕｒｅｌｍｓ ＝
０．０４８
３４．７２

。

吉他霉素标准品效价为 １４６２ Ｕ ／ ｍｇ，根据矩形

分布，置信概率为 ９５％，按 Ｂ 类不确定度计算。

ｕＡｔ
＝ ０．０５

３
＝ ０．０２８９，ｕｒｅｌＡｔ

＝ ０．０２８９
１４６２

＝ ０．００００２０。

１０ ｍＬ 单标线刻度吸管经检定为 Ａ 级，容量允

差为±０．０２０ ｍＬ，根据矩形分布，标准不确定度为：

ｕＶ１１
＝ ０．０２０

３
＝ ０．０１２，相对标准不确定度为：

ｕｒｅｌＶ１１
＝ ０．０１２

１０
＝ ０．００１２。 温度：该移液管在 ２０ ℃ 校

准，实验室的温度为（２０±５）℃，在 ９５％置信概率

下，依据矩形分布该影响引起的不确定度可通过估

算该温度范围和体积膨胀系数进行计算。 水的体

积膨胀系数为 ２．１×１０－４ ／ ℃，因此产生的体积变化

为：±（１０×５×２．１×１０－４）＝ ±０．０１ ｍＬ；根据矩形分布，

标准不确定度为：ｕＶ１２
＝ ０．０１

３
＝ ０．００５７７，相对标准不

确定度为：ｕｒｅｌＶ１２
＝ ０．００５７７

１０
＝ ０．０００５８，合成得：

ｕｒｅｌＶ１１
＝ ｕｒｅｌＶ１１

２＋ｕｒｅｌＶ１２
２ ＝ ０．００１２２＋０．０００５８２ ＝０．００１３。

５０ ｍＬ 容量瓶经检定为 Ａ 级，容量允差为

±０．０５ ｍＬ，根据矩形分布，标准不确定度为：ｕＶ２１
＝

０．０５
３

＝ ０．０２８９，相对标准不确定度为：ｕｒｅｌＶ２１
＝ ０．０２８９

５０

＝ ０．０００５８。 温度：该容量瓶在 ２０ ℃校准，实验室的

温度为（２０±５）℃，在 ９５％置信概率下，依据矩形分

布该影响引起的不确定度可通过估算该温度范围

和体积膨胀系数进行计算。 水的体积膨胀系数为

２．１× １０－４ ／ ℃，因此产生的体积变化为：±（５０ × ５ ×

２．１×１０－４）＝ ±０．０５ ｍＬ ；根据矩形分布，标准不确定

度为：ｕＶ２２
＝ ０．０５

３
＝ ０．０２８９，相对标准不确定度为：

ｕｒｅｌＶ２２
＝ ０．０２８９

５０
＝ ０．０００８２，合成得：

ｕｒｅｌＶ２
＝ ｕｒｅｌＶ２１

２＋ｕｒｅｌＶ２２
２ ＝ ０．０００５８２＋０．０００５８２ ＝０．０００８２

１００ ｍＬ 容量瓶经检定为 Ａ 级，容量允差为

±０．１０ ｍＬ，根据矩形分布，标准不确定度为：

ｕＶ３１
＝ ０．１０

３
＝ ０．０５７７，相对标准不确定度为：

ｕｒｅｌＶ３１
＝ ０．０５７７

１００
＝ ０．０００５８。 温度：该容量瓶在 ２０℃校

准，实验室的温度为（２０±５）℃，在 ９５％置信概率

下，依据矩形分布该影响引起的不确定度可通过估

算该温度范围和体积膨胀系数进行计算。 水的体

·４５·
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积膨胀系数为 ２．１×１０－４ ／ ℃，因此产生的体积变化

为：±（１００×５×２．１×１０－４）＝ ±０．１ ｍＬ；根据矩形分布，

标准不确定度为：ｕＶ３２
＝ ０．１０

３
＝ ０．０５７７，相对标准不

确定度为：ｕｒｅｌＶ３２
＝ ０．０５７７

１００
＝ ０．０００５８，合成得：

ｕｒｅｌＶ３
＝ ｕｒｅｌＶ３１

２＋ｕｒｅｌＶ３２
２ ＝ ０．０００５８２＋０．０００５８２ ＝０．０００８２，

合成标准品溶液的不确定度为，

ｕｒｅｌＳ ＝ ｕｒｅｌｍＳ
２＋ｕｒｅｌＡｔ

２＋ｕｒｅｌＶ１
２＋ｕｒｅｌＶ２

２＋ｕｒｅｌＶ３
２

＝ ０．００１４２＋０．０００２０２＋０．００１３２＋０．０００８２２＋０．０００８２２

＝ ０．００２２。
３．３．２．２　 供试品溶液的不确定度分量　 同 ３．３．２．１ 项

的方法计算。 供试品的称量，相对标准不确定度为：

ｕｒｅｌｍＴ
＝ ０．０４８
３１．３８

，合成供试品溶液的不确定度 ｕｒｅｌＴ

ｕｒｅｌＴ ＝ ｕｒｅｌｍＴ
２＋ｕｒｅｌＶ１

２＋ｕｒｅｌＶ２
２＋ｕｒｅｌＶ３

２

＝ ０．００１５２＋＋０．００１３２＋０．０００８２２＋０．０００８２２ ＝０．００２３。

３．３．３　 牛津杯加样量的不确定度分量　 １ ｍＬ 可调

移液器，依据实验所使用移液器的校准证书，容量

允差为 ０．１４％，重复性为 ０．０３％，根据矩形分布，标

准不确定度为：ｕＶ４１１
＝ ２８０×０．１４％

３
＝ ０．２３，

ｕＶ４１２
＝ ２８０×０．０３％

３
＝ ０．０４８，

ｕｒｅｌＶ４１
＝ ｕｒｅｌＶ４１１

２＋ｕｒｅｌＶ４１２
２ ＝ ０．２３２＋０．０４８２ ＝ ０．２３。

相对标准不确定度为：ｕｒｅｌＶ４１
＝ ０．２３

２８０
＝ ０． ０００８２。 温

度：该移液器在 ２０ ℃ 校准， 实验室的温度为

（２０±５）℃，在 ９５％置信概率下，依据矩形分布该影

响引起的不确定度可通过估算该温度范围和体积

膨胀系数进行计算。 水的体积膨胀系数为 ２． １ ×

１０－４ ／ ℃，因此产生的体积变化为：±（２８０×５×２．１×

１０－４）＝ ±０．２９ ｍＬ；根据矩形分布，标准不确定度为：

ｕＶ４２
＝ ０．０２９

３
＝ ０． １７，相对标准不确定度为：ｕｒｅｌＶ４２

＝

０．１７
２８０

＝ ０． ０００６１，合成得： ｕｒｅｌＶ４
＝ ｕｒｅｌＶ４１

２＋ｕｒｅｌＶ４２
２ ＝

０．０００８２２＋０．０００６１２ ＝ ０．００１０。
３．４　 合成相对标准不确定度

ｕｒｅｌ（ｙ）＝ ｕｒｅｌｘ
２＋ｕｒｅｌＳ

２＋ｕｒｅｌＴ
２＋ｕｒｅｌＶ４

２

＝ ０．０００８２２＋＋０．００２２２＋０．００２３２＋０．００１０２ ＝ ０．００３４，
ｕｃ（ｙ）＝ ０．００３４×１６３６．２ Ｕ ／ ｍｇ＝ ５．５６ Ｕ ／ ｍｇ。
３．５　 扩展不确定度　 取包含因子 ｋ，Ｐ ＝ ９５％，则扩

展不确定度为 Ｕ＝ ２×５．５６ Ｕ ／ ｍｇ＝ １１．１ Ｕ ／ ｍｇ。 报告

吉他霉素含量测定结果可表示为：（１６３６．２±１１．１）
Ｕ ／ ｍｇ（ｋ＝ ２）。
４　 小　 结

通过对管碟法测定吉他霉素含量结果的不确

定度评定，可知该方法测定结果的不确定度的主要

来源是溶液的制备过程。 提示实验人员应规范实

验操作过程，保证天平、玻璃量具等的稳定和可靠，
控制实验条件，如环境温度；并且注意，在溶液配制

过程中，尽量减少稀释次数和避免采用小体积量器

进行量取和定容。 该实验过程中需要尤为注意的

是，在吉他霉素母液配制时，经乙醇溶解后加入灭

菌水定容的过程中，应避免液体温度升高导致溶剂

体积变大而影响定容的准确性，应在适量加入灭菌

水后，待溶液温度降至室温后再定容至刻度线。 通

过吉他霉素含量不确定度评定，能够更加清楚影响

测定结果准确度的关键因素，帮助判断结果的准确

度，改进实验方法，提高检验工作的质量。
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