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引 言

JJF 1001《通用计量术语及定义》、JJF 1059.1《测量不确定度评定与表示》和 JJF 1071

《国家计量校准规范编写规则》共同构成支撑本规范制定工作的基础性系列规范。

在编制过程中，参考了 JB/T 20179-2017《微生物限度检验仪》、GB/T 26428-2010《饲

用微生物制剂中枯草芽孢杆菌的检测》、GB 4789.10-2016 《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 金黄色葡萄球菌检验》和《中华人民共和国药典（2025年版）》第三部文

件的基本原理、检测方法及计量特性等内容。

本规范为首次发布。

Ⅱ
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微生物限度检验仪校准规范

1 范围

本规范适用于采用薄膜过滤法、以负压作为过滤动力的微生物限度检验仪的校准。

2 引用文件

本规范引用了下列文件：

JB/T 20179-2017 微生物限度检验仪

GB/T 26428-2010 饲用微生物制剂中枯草芽孢杆菌的检测

GB 4789.10-2016 食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验

注：凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规范。

3 概述

微生物限度检验仪（以下简称检验仪）是用于快速微生物限度检查的仪器，其工作

原理为：基于薄膜过滤法原理，通过内置负压泵产生稳定负压，驱动样品液体通过一定

孔径的无菌微孔滤膜，利用滤膜的物理截留特性，将样品中的微生物截留在滤膜表面；

经冲洗、转移滤膜至培养基培养后，通过菌落计数实现样品微生物限度检测。

检验仪主要由主机（含负压发生系统、控制系统）、过滤组件（滤杯、滤头、滤膜）、

废液收集装置及辅助灭菌等部件构成。

4 计量特性

检验仪各项计量特性指标见表 1。

表 1 检验仪的主要计量特性指标

计量特性 技术指标

工作压力 绝压：≤50 kPa

液体流量示值误差 ±5%

液体流量重复性 ≤3%

微生物回收率 ≥90%

微生物回收率的重复性 ≤20%

注：以上技术指标不适用于合格判定，仅供参考。

5 校准条件

5.1 环境条件

5.1.1 环境温度：（10～40）℃；
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5.1.2 相对湿度：不大于 70%。

注：若仪器制造商规定工作环境与上述不一致，以制造商产品技术文件规定为准。

5.2 测量标准及其他设备

5.2.1 枯草芽孢杆菌芽孢计数标准物质、金黄色葡萄球菌平板计数标准物质，或国家批准

的其他符合技术要求的细菌计数有证标准物质，菌落数量值≥50 CFU，相对扩展不确定

度不大于30%（k=2）。

注：需在一定生物安全防护条件下操作。

5.2.2 电子天平

测量范围：≥1000 g，分度值不大于1 mg，○I 级。

5.2.3 电子秒表

分辨力：0.01 s，最大允许误差：±0.10 s/h。

5.2.4 微生物恒温培养箱

最大允许误差：±1.0 ℃。

5.2.5 移液器：

规格为：100 μL，1000 μL。

5.2.6 压力表：

最大允许误差：±1 kPa，测量范围（绝压）：不小于（0~100）kPa。

5.2.7 其他设备

（a）Ⅱ级生物安全柜。

（b）高压蒸汽灭菌器：温度（105~135）℃，最大允许误差为±3.0 ℃。

（c）无菌水。

6 校准项目和校准方法

6.1 外观及功能检查

检验仪的外表面应光洁平整，便于清洁；外接管接口应有内容物流向的标识。

检验仪应具有名称、型号、出厂编号、制造单位等标识。

检验仪接通电源后，抽滤启停装置控制应灵敏、准确；抽滤过程中过滤头与滤膜组

件的连接处不得出现渗漏；且抽滤过程中检验仪运转应平稳，无异响、无故停机等现象。

6.2 工作压力

压力表与滤头连接，启动负压装置，3 min后记录压力表数值。

6.3 液体流量示值误差
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准备一个装有约 2500 mL无菌水的瓶子，用配套的管道连接至抽滤瓶瓶塞，启动检

验仪，使无菌水充分充满检验仪前端管路，排尽管路气泡。同步启动检验仪与秒表，抽

滤无菌水，计时 30 s；称量该段时间内过滤无菌水的质量，重复测量 3次，按照式（1）

~式（3）计算液体流量实测值和液体流量示值误差。

i
i

mQ
t




（1）

i
1
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n

i
Q

Q
n




（2）

s

s

100%Q QQ
Q


   （3）

式中：

Qi——第 i次测量，液体流量的测量值，mL/s；

mi——第 i次测量，检验仪过滤无菌水的质量，g；

ρ——试验温度下水的密度，g/mL；

t——测量时间，s；

Qs——液体流量实测值，mL/s；

Q——检验仪液体流量设定值，mL/s；

n——测量次数；

△Q——流量示值误差，%。

6.4 液体流量重复性

按 6.3方法，测量 6次，液体流量重复性采用相对实验标准偏差表示，按式（4）计

算。

 i
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1 100%
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
  
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（4）

式中：
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sr——检验仪液体流量重复性，%；

Q——检验仪液体流量 6次测量值的平均值，mL/s；

6.5 微生物回收率

使用前，过滤组件（滤杯、滤头、滤膜）应采用适宜的方法灭菌；使用时，应保证

滤膜在过滤前后的完整性。在生物安全柜中，打开检验仪的电源，先将少量的无菌水过

滤以润湿滤膜。将适量已知浓度的标准物质加入 100 mL 无菌水中，充分混匀后使用检验

仪对其进行抽滤，将所有滤液过滤到滤膜上，应注意保持溶液覆盖整个滤膜表面。用已

灭菌的镊子将滤膜面朝上贴于胰蛋白胨大豆琼脂培养基平板上，将平板置于（36±1）℃

恒温培养箱中培养，培养时间不超过 3天。每个滤头针对一种微生物进行三次回收率测

试。培养结束后，对平行平板上生长的菌落进行计数，计算其算术平均值。按式（5）计

算微生物回收率，按式（6）计算微生物回收率的重复性。

t

0 0

100%NR
C V

 


（5）

max min

n

R RH
C


 （6）

式中：

R——微生物回收率，%；

Nt——滤膜上生长的平均菌落数，CFU；

C0——标准物质的浓度，CFU/mL；

V0——加入标准物质的体积，mL。

H——微生物回收率的重复性，%；

Rmax——微生物回收率测量结果中的最大值，%；

Rmin——微生物回收率测量结果中的最小值，%；

Cn——极差系数，C3=1.69。

7 校准结果表达

7.1 校准结果处理

经校准后的检验仪应核发校准证书，校准证书应符合 JJF 1071—2010中 5.12的要求，

并给出各校准项目名称和测量结果以及扩展不确定度。校准原始记录格式（推荐性表格）
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见附录 A，校准证书内页格式（推荐性表格）见附录 B。

7.2 校准结果的测量不确定度

检验仪校准结果的测量不确定度按 JJF 1059.1－2012的要求评定，校准结果测量不

确定度评定示例见附录 C。

8 复校时间间隔

复校时间间隔受检验仪的使用频次、使用环境、维护状况、仪器本身性能等因素影

响，由使用单位结合仪器实际使用情况自主确定；建议复校时间间隔建议不超过 1年。
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附录 A

校准原始记录格式
（推荐性表格）

仪器名称 型号/规格

实验室温度 相对湿度

制造单位 仪器编号

校准员 核验员

校准日期 证书编号

送检单位 记录编号

校准依据

标准物质名称、

编号及批号

1 外观及功能检查：

2 工作压力：

3 液体流量示值误差

液体流量设

定值/（mL/s）
次数 无菌水质量/g 测量时间/s

液体流量实测

值/（mL/s）
液体流量平均

值/（mL/s）
示值误差

校准不确

定度

1

2

3

4 液体流量重复性

液体流量设定

值/（mL/s）
次数 无菌水质量/g 测量时间/s

液体流量实测值/
（mL/s）

液体流量平均值/
（mL/s）

重复性

1

2

3

4

5

6
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5 微生物回收率

菌株

组别 平行 1 平行 2 平行 3 平均值

理论总菌落数

（CFU）

滤膜上的菌落数

（CFU）

微生物回收率

微生物回收率的

重复性
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附录 B

校准证书内页格式

（推荐性表格）

序号 校准项目 校准结果

1 工作压力

2 液体流量示值误差

3 液体流量重复性

4 微生物回收率

5 微生物回收率的重复性

以下空白

第 X页共 X页
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附录 C

液体流量示值误差测量结果的不确定度评定示例

C.1 概述

按规范要求，用天平称量检验仪过滤无菌水的质量，测量 3次，计算液体流量示值

误差。

C.2 测量模型

s

s

100%Q QQ
Q


   （C.1）

式中：

△Q——流量示值误差，%；

Q——检验仪液体流量设定值，mL/s；

Qs——液体流量实测值，mL/s。

检验仪液体流量的设定值 Q可视为常数，则不确定度来源为液体流量的实测值，可

表示为：

   su Q cu Q  （C.2）

其中：灵敏系数 2
s s

Q Qc
Q Q


  


C.3 各输入量的标准不确定度分量评定

液体流量的实测值 Qs按照公式（C.3）计算。

s
mQ
t




（C.3）

式中：

m——检验仪过滤无菌水的质量，g；

ρ——试验温度下水的密度，g/mL；

t——测量时间，s。

C.3.1 天平称量引入的不确定度
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电子天平的检定分度值为 1 mg，最大允许误差为±0.5 mg，按均匀分布， 3k  ，

单次称量引入的标准不确定度为：

m
0.5mg 0.289mg

3
u   （C.4）

检验仪液体流量设定值为 25 mL/s，对检验仪进行 6 次重复测量，检验仪过滤无菌

水的质量分别为 751.949 g、749.853 g、757.34 g、755.842 g、752.249 g、756.142 g，平

均值为 753.896 g。

前后称量两次，则

  m2 0.409mgm 100% 0.06%
753.896mg

uu
m

     （C.5）

C.3.2 时间引入的不确定度

秒表最小分度值为 0.01 s，测量时间为 30s，按均匀分布， 3k  ，则时间引入的不

确定度为：

  0.01s 100% 0.02%
3 30s

u t   


（C.6）

C.3.3 重复性引入的不确定度

由环境条件、人员操作和被校采样器等各种因素引入的标准不确定度,可采用 A类

评定。

检验仪液体流量设定值为 25 mL/s，对检验仪进行 6 次重复测量，实际流量分别为

25.11 mL/s、25.04 mL/s、25.29 mL/s、25.24 mL/s、25.12 mL/s、25.25 mL/s，平均值为

25.18 mL/s。

因此被校检验仪流量示值单次测量的实验标准偏差为 s=0.099 mL/s。实际校准中重

复测量 3次取平均值，因此被校检验仪流量标准值重复测量引入的标准不确定度分量为：

 s
0.099mL min 100% 0.23%

3 25.18s
/u Q   


（C.7）

C.4 合成标准不确定度

       2 2 2 2 2 2
c s 0.06% 0.02% 0.23% 0.24%u Q u m u t u Q        

C.5 扩展不确定度
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 c 2 0.24% 0.5% 2)U k u Q k      （
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