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灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法

1 范围

本文件规定了灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价的基本原则、评价方法、数据处理与分

析、结果判定、评价报告等。

本文件适用于指导含灵芝多糖和灵芝三萜类化合物的食品、保健食品及相关研发样品的抗肿瘤协同

功效的评价。不适用于药品范畴的评价。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB 14925 实验动物 环境及设施

GB/T 29344 灵芝孢子粉采收及加工技术规范

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

灵芝多糖 ganoderma polysaccharides

从灵芝子实体、菌丝体或孢子粉中提取分离得到的多糖类化合物，主要由葡萄糖、半乳糖、甘露糖、

阿拉伯糖等单糖通过糖苷键连接而成，具有多种生物活性。

三萜类化合物 triterpenoids

一类具有30个碳原子的萜类化合物，在灵芝中广泛存在，具有多种结构类型，如四环三萜、五环三

萜等，具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化等生物活性。

协同指数 combination index, CI

用于评价两种或多种物质联合作用效果的定量指标，通过特定公式计算得出，可判断其相互作用为

协同、相加或拮抗。

4 基本原则

科学性原则

基于细胞生物学、肿瘤学等理论，采用经验证的实验技术（如 MTT 法、流式细胞术），确保评价

结果可重复、可追溯。

实用性原则

实验方法、操作流程及判定规则具有可操作性，适用于实验室及检测机构，且实验周期、成本可控。

安全性原则

在评价协同功效时，应同步对灵芝多糖与灵芝三萜类化合物复合体系进行毒性评估。其中，体外细

胞毒性检测可参照《保健食品检验与评价技术规范》中的体外细胞毒性试验方法执行；涉及动物实验，

实验动物的饲养环境应符合GB 14925的要求，肝肾功能等关键毒性指标检测应遵循现行有效的保健食品

或食品安全性评价相关技术规范，确保评价过程及样品无急性毒性或潜在长期安全风险。
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5 评价方法

细胞试验

5.1.1 试验材料及设备

5.1.1.1 样品

选用符合GB/T 29344要求的灵芝子实体，样品来源清晰可追溯。采用水提醇沉法，制备灵芝多糖；

采用醇提萃取法，制备灵芝三萜类化合物。

5.1.1.2 试剂

5.1.1.2.1 蒸馏水：符合 GB/T 6682 中一级水的要求。 ​
5.1.1.2.2 胎牛血清：应无支原体、病毒污染。 ​
5.1.1.2.3 RPMI1640 培养基、DMEM 培养基：符合细胞培养要求。 ​
5.1.1.2.4 CCK-8 试剂：正规厂家生产，在有效期内。 ​
5.1.1.2.5 Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒：质量合格，按说明书储存。 ​
5.1.1.2.6 阳性对照药物：选取临床常用抗肿瘤药物，纯度≥98%，正规厂家生产，在有效期内。

5.1.1.2.7 其他试剂：如相关缓冲液，均为分析纯及以上级别，且在有效期内使用。

5.1.1.3 仪器设备

5.1.1.3.1 超净工作台。

5.1.1.3.2 CO₂培养箱（温度控制精度 ±0.5℃，CO₂浓度控制精度 ±0.1%）。 ​
5.1.1.3.3 酶标仪（波长范围 340 nm ~750 nm，精度±1%）。

5.1.1.3.4 流式细胞仪。 ​
5.1.1.3.5 Transwell 小室。

5.1.1.3.6 96 孔板。

5.1.1.3.7 培养瓶。 ​
5.1.1.3.8 离心机（转速≥10000r/min）。

5.1.1.3.9 移液器（量程涵盖 1μL ~1000 μL）。

5.1.1.3.10 冰箱（4℃、-20℃）。

5.1.1.3.11 倒置显微镜。

5.1.1.3.12 血细胞计数板。

5.1.2 预试验

5.1.2.1 单成分浓度范围筛选

选取人源性肿瘤细胞系（如 MCF-7、HCT116），接种于 96 孔板（5×10³ 个/孔），培养 24 h后，

分别加入不同浓度梯度的灵芝多糖，预实验浓度范围：10 μg/mL~800 μg/mL；灵芝三萜类化合物，预

实验浓度范围：5 μM~400 μM，每组设置 3 个复孔，同时设置空白对照组，仅加细胞培养液。继续培

养 48h 后，采用 CCK-8 法检测各孔 OD 值，计算细胞生长抑制率，绘制量效曲线，筛选出单药抑制率

在 20%~80% 之间的浓度范围，作为正式实验的单药浓度梯度依据。

5.1.2.2 联合配比比例筛选

基于单成分筛选出的有效浓度范围，设置灵芝多糖与三萜类化合物的候选联合配比比例，如 10:1、

5:1、2:1、1:1、1:2、1:5、1:10。按照各配比比例，将两种单成分的有效浓度范围进行组合，制备储

备液。将肿瘤细胞接种于 96 孔板并培养 24 h后，加入不同配比的联合用药溶液，每组 3 个复孔，设

置空白对照组及单成分对照组。培养 48h 后通过 CCK-8 法检测细胞抑制率，采用金正均 Q 值法评价

联合用药效果，Q＞1.15 为协同作用，0.85≤Q≤1.15 为相加作用，Q＜0.85 为拮抗作用，筛选出具有

协同作用的3~4个最优配比比例，用于正式试验。

5.1.3 试验步骤
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5.1.3.1 溶液配制

分别称取灵芝多糖和三萜类化合物样品，用含10%胎牛血清的细胞培养液溶解，配制成预实验筛选

确定的不同浓度的储备液；联合用药组按照预实验筛选出的最优配比比例混合两种储备液。阳性对照药

物用相应溶剂溶解并稀释至临床等效浓度或预实验确定的有效浓度，制备阳性对照储备液。所有溶液经

0.22 μm 滤膜过滤除菌，4℃避光保存，有效期不超过7天。 ​

5.1.3.2 细胞系选择与培养

选取人源性肿瘤细胞系，如乳腺癌细胞系 MCF-7、结肠癌细胞系 HCT116，细胞应处于对数生长期，

活力≥95%，且无支原体污染。将细胞培养于含10%胎牛血清、1% 双抗的相应培养基中，置于 37℃、5%

CO₂培养箱中培养。

5.1.3.3 ​ 试验分组

5.1.3.3.1 空白对照组：每孔加入 200 μL细胞培养液。

5.1.3.3.2 阳性对照组：加入预实验确定的有效浓度的阳性对照药物溶液，使每孔终体积为 200 μL。
5.1.3.3.3 灵芝多糖单独处理组：设置预实验筛选的浓度梯度，分别向各孔中加入相应浓度的灵芝多

糖溶液，使每孔终体积为 200 μL。
5.1.3.3.4 三萜类化合物单独处理组：设置预实验筛选的浓度梯度，分别向各孔中加入相应浓度的三

萜类化合物溶液，使每孔终体积为 200 μL。
5.1.3.3.5 灵芝多糖和三萜类化合物联合处理组：按照预实验筛选出的具有协同作用的配比比例进行

组合。

5.1.3.4 细胞接种与给药

将细胞以5×10³ 个/孔接种于96孔板，培养24 h后加入不同组别的药物溶液，继续培养 48 h。​

5.1.4 指标检测

5.1.4.1 细胞增殖抑制实验（MTT 法）

将对数生长期的肿瘤细胞用DMEM培养基调整细胞浓度为5×10⁴个/mL，每孔加入100μL细胞悬液接种

于96孔板，使每孔细胞数为5×10³个。将96孔板置于37℃、5% CO₂培养箱中培养24 h，使细胞贴壁生长。

按照上述药物处理分组，向各孔中加入相应的药物溶液，每孔 100 μL，每个浓度设置3个复孔。继续将

96 孔板置于培养箱中培养 48 h。每孔加入 20 μL MTT 溶液（5 mg/mL），轻轻振荡混匀，置于培养箱

中继续培养 4 h。小心弃去各孔中的上清液，避免吸走孔底部的紫色结晶。每孔加入 150 μL DMSO，置

于摇床上振荡10min，使紫色结晶充分溶解。用酶标仪在490 nm波长处测定各孔的吸光度值（OD 值）。

试验重复3次，取平均值，计算细胞生长抑制率。计算公式如下：

� = 1 − �1

�0
× 100%·················································(1)

式中：

X—细胞生长抑制率，%；

A0—空白对照组 OD 值平均值；

A1—实验组OD值平均值。

5.1.4.2 细胞凋亡检测

取对数生长期的肿瘤细胞，接种于6孔板中，每孔细胞数为 2×10⁵个，培养 24 h使细胞贴壁。按照

药物处理分组加入相应的药物，继续培养48 h。用胰蛋白酶消化细胞，收集各孔中的细胞悬液于离心管

中，以1000 rpm的速度离心5 min，弃去上清液。用 PBS 洗涤细胞2次，每次离心后弃去上清液。向离

心管中加入195 μL Annexin V-FITC 结合液，轻轻重悬细胞。加入5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀，避

光室温孵育10 min。加入10 μL PI 染色液，轻轻混匀，避光室温孵育5 min。用流式细胞仪检测细胞凋

亡比例，激发波长为 488 nm，发射波长为 530 nm（FITC）和 610 nm（PI）。

5.1.4.3 细胞侵袭转移检测
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将基质胶从-20℃取出，置于4℃冰箱过夜融化，用无血清培养基按 1:8比例稀释，轻轻混匀，避免

产生气泡。 ​ 在 Transwell 小室上室底部均匀加入 50 μL 稀释后的基质胶，置于 37℃、5% CO₂培养

箱中孵育 4 h ~6 h，使基质胶凝固成胶状。 ​ 收集各实验组对数生长期的细胞，用无血清培养基洗涤2

次，调整细胞浓度为 2×10⁵个/mL。 ​ 向 Transwell 小室上室加入200 μL细胞悬液，下室加入 600 μL
含10% 胎牛血清的培养基（作为趋化因子），每组设置3个复孔。 ​ 将24孔板置于37℃、5% CO₂培养箱

中培养24 h ~48 h。 ​ 取出 Transwell 小室，弃去上下室液体，用 PBS 洗涤2次，加入4%多聚甲醛溶

液固定30min。​ 弃去固定液，PBS 洗涤 2 次，加入0.1% 结晶紫染液染色 20min，自来水缓慢冲洗至

多余染液洗净，用棉签轻轻擦去上室未侵袭的细胞。​ 待小室干燥后，倒置显微镜下观察，选取5个不

同视野（上、下、左、右、中）计数穿过小室的细胞数，取平均值。

5.1.4.4 细胞周期检测

将肿瘤细胞接种于6孔板中，培养24h后加入相应药物，继续培养48h。收集细胞，离心后用 PBS 洗

涤 2 次。向细胞沉淀中加入 70% 预冷乙醇，轻轻吹打混匀，4℃固定过夜。离心弃去乙醇，用 PBS 洗

涤细胞 2 次。加入500 μL PI 染色液（含 RNase A），37℃避光孵育 30 min。用流式细胞仪检测细胞

周期分布，激发波长为 488 nm，发射波长为 610 nm。

动物实验 ​

5.2.1 实验材料及设备 ​

5.2.1.1 样品

同 5.1.1 中的灵芝多糖和三萜类化合物。 ​

5.2.1.2 试剂 ​

5.2.1.2.1 生理盐水：0.9% 氯化钠注射液，符合药典标准。 ​
5.2.1.2.2 75% 酒精。

5.2.1.2.3 IL-2、TNF-α 检测试剂盒：灵敏度高、特异性好。 ​
5.2.1.2.4 其他试剂：4%甲醛溶液、10%中性福尔马林溶液、洗涤液、环磷酰胺、苏木素染液、伊红染

液，均为分析纯及以上级别。

5.2.1.2.5 中性树胶。 ​

5.2.1.3 仪器设备

5.2.1.3.1 屏障环境动物饲养箱（温度 22℃~25℃，湿度 40%~60%）。 ​
5.2.1.3.2 游标卡尺（精度 0.01 mm）。

5.2.1.3.3 电子天平（精度 0.001 g）。 ​
5.2.1.3.4 病理切片机。

5.2.1.3.5 显微镜。 ​
5.2.1.3.6 离心机。

5.2.1.3.7 移液器。

5.2.1.3.8 冰箱（4℃、-20℃、-80℃）。 ​
5.2.1.3.9 无菌毛细管（直径 0.5 mm ~1.0 mm）。

5.2.1.3.10 采血管。

5.2.1.3.11 酶标板。

5.2.1.3.12 酶标仪。

5.2.1.3.13 光学显微镜：配备 10×、20×、40×物镜。

5.2.1.3.14 石蜡包埋设备。

5.2.1.3.15 切片机。

5.2.1.3.16 防脱载玻片。

5.2.1.3.17 烤片机。

5.2.1.3.18 无菌解剖台。

5.2.1.3.19 一次性无菌垫布。
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5.2.1.3.20 无菌手术剪。

5.2.1.3.21 无菌镊子。

5.2.1.3.22 无菌培养皿。

5.2.1.3.23 无菌滤纸（经 121℃高压灭菌 30 min）。

5.2.1.3.24 称量皿。

5.2.1.3.25 75% 酒精棉片。

5.2.2 实验步骤 ​

5.2.2.1 溶液配制

分别称取灵芝多糖和三萜类化合物样品，用无菌生理盐水溶解，配制成不同浓度的储备液，联合用

药组按照预设比例混合两种储备液，4℃保存备用。 ​

5.2.2.2 实验动物选择与饲养

选用 SPF 级 BALB/c 裸鼠或 C57BL/6 小鼠，雌雄各半，体重 18g~22g，饲养于符合 GB 14925 要

求的屏障环境中，自由摄食饮水，适应环境3~5天后开始实验。​

5.2.2.3 肿瘤模型建立

将对数生长期的肿瘤细胞（如 HepG2 细胞）调整浓度为 1×10⁷个/mL，每只小鼠右侧腋窝皮下接种

0.2 mL 细胞悬液，每只小鼠注射 1×107
个细胞。注射后每天观察裸鼠的精神状态、饮食情况以及肿瘤

生长情况。当肿瘤体积长至约100 mm³~200 mm³时，将裸鼠随机分组进行实验。

5.2.2.4 实验分组及给药

5.2.2.4.1 阳性对照组：每只小鼠每天灌胃给予环磷酰胺，剂量为 20 mg/kg 体重，连续给药 21 天。

5.2.2.4.2 模型对照组：每只小鼠每天灌胃给予 0.2 mL 生理盐水，连续给药 21 天。

5.2.2.4.3 灵芝多糖单独处理组：设置低、中、高三个剂量组，分别为 100 mg/kg 体重、200 mg/kg 体

重、400 mg/kg 体重。每只小鼠每天按相应剂量灌胃给予灵芝多糖溶液，连续给药 21 天。

5.2.2.4.4 三萜类化合物单独处理组：设置低、中、高三个剂量组，分别为 50 mg/kg 体重、100 mg/kg

体重、200 mg/kg 体重。每只小鼠每天按相应剂量灌胃给予三萜类化合物溶液，连续给药 21 天。

5.2.2.4.5 灵芝多糖和三萜类化合物联合处理组：按照灵芝多糖与三萜类化合物剂量比为 2:1、1:1、

1:2 进行组合，具体剂量如下：

——2:1 比例：灵芝多糖 200 mg/kg 体重 + 三萜类化合物 100 mg/kg 体重、灵芝多糖 400 mg/kg

体重 + 三萜类化合物 200 mg/kg 体重；

——1:1 比例：灵芝多糖 100 mg/kg 体重 + 三萜类化合物 100 mg/kg 体重、灵芝多糖 200 mg/kg

体重 + 三萜类化合物 200 mg/kg 体重；

——1:2 比例：灵芝多糖 100 mg/kg 体重 + 三萜类化合物 200 mg/kg 体重、灵芝多糖 200 mg/kg

体重 + 三萜类化合物 400 mg/kg 体重。

5.2.2.4.6 每只小鼠每天按相应剂量灌胃给予联合药物溶液，连续给药 21 天。

5.2.3 指标检测

5.2.3.1 肿瘤生长情况

5.2.3.1.1 肿瘤体积测量

从给药第1天开始，每隔3天用游标卡尺测量肿瘤体积，每次测量由同一操作人员完成，以肿瘤最明

显凸起处为基准，分别测量最长径（a）和垂直于长径的最短径（b），若肿瘤形态规则，连续测量 3 次，

取平均值记录，按照公式 2 计算肿瘤体积。若肿瘤形态不规则，需额外测量第三径（c，垂直于a-b平

面的直径），连续测量 3 次，取平均值记录，按照公式3计算肿瘤体积。

� = �×�2

2
························································ (1)

式中：

V——肿瘤体积，mm3；
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a——肿瘤最长径，mm；

b——垂直于长径的最短径，mm。

� = �×�×�
6

·························································(2)

式中：

V——肿瘤体积，mm
3
；

a——肿瘤最长径，mm；

b——垂直于长径的最短径，mm；

c——垂直于a-b平面的直径，mm。

5.2.3.1.2 抑瘤率计算

5.2.3.1.2.1 给药 21 天后，同一批次小鼠需在同一天内完成处死，处死时间间隔不超过 4 h。脱颈椎

处死后，立即用 75% 酒精浸泡小鼠体表 30 s 消毒，置于无菌解剖台的一次性无菌垫布上。​ 用无菌手

术剪沿肿瘤边缘剪开皮肤，完整剥离肿瘤，确保无残留。若肿瘤与周围组织粘连，用无菌生理盐水冲洗

后小心分离，禁止拉扯肿瘤导致组织破损。剥离后立即放入预冷 4℃的无菌生理盐水中漂洗 10s，去除

表面血迹和组织碎屑，用无菌滤纸（经 121℃高压灭菌 30 min）轻轻吸干表面水分，避免挤压肿瘤组

织。

5.2.3.1.2.2 处理好的肿瘤，用电子天平称重。每称量 1 个样本后，立即用 75%酒精棉片擦拭称量皿，

更换新的无菌滤纸，避免交叉污染。 ​ 称重完成后，将肿瘤组织按编号对应放入 4%多聚甲醛溶液中固

定（用于后续病理检查），并记录肿瘤外观特征（如颜色、质地、有无坏死）。采用双人双录入法，将

实验组和模型对照组的瘤重数据分别记录，计算每组平均瘤重，按照以下公式计算抑瘤率。

� = 1 − �1

�0
× 100%·················································(1)

式中：

T——抑瘤率,%；

m1——实验组平均瘤重，g；

m0——模型对照组平均瘤重，g。

5.2.3.2 免疫功能

5.2.3.2.1 细胞因子检测

实验结束后，优先采用眼眶静脉丛采血法，用无菌毛细管（直径 0.5 mm ~1.0 mm）沿内眦部轻轻

刺入，待血液自然流入采血管，每只小鼠采血量控制在 0.5mL ~1.0mL（根据小鼠体重调整，不超过体

重的 1%）。采血管倾斜30°放置于室温（22℃~25℃）环境中，静置 30 min ~60 min，待血液自然凝

固，可见血清与血块分层。使用台式离心机，转速3000 rpm 离心 10 min分离血清，离心完成后，放入

-80℃冰箱冷冻保存。按照试剂盒说明制备标准品梯度，每个浓度设置 3 个复孔，用标准品稀释液定容，

避免手工稀释误差。将血清样本从- 80℃冰箱取出，4℃解冻后轻轻混匀，避免剧烈震荡，按试剂盒要

求稀释，通常 1:1 或 1:5 稀释，每孔加入 100μL 稀释后的样本，空白孔加入等量样本稀释液，加盖

后 37℃孵育 60 min。孵育结束后，弃去孔内液体，用洗涤液注满每孔，静置 30 s后弃去，重复洗涤5

次，最后一次洗涤后将酶标板倒置在吸水纸上拍干。按顺序加入检测抗体（每孔100μL），每个样本检

测 2 次，CV≤10%，标准曲线 R²≥0.98。

5.2.3.2.2 免疫器官指数测定

5.2.3.2.2.1 采用脱颈椎法处死小鼠，用精度为 0.1 g 的电子秤称量小鼠体重，记录精确至 0.1 g，

确保体重数据与免疫器官重量对应。体重记录完成后，立即将小鼠置于无菌解剖台上，用 75% 酒精喷

洒体表消毒 30s，待酒精挥发后开始解剖。 ​ 从处死小鼠到取出脾脏和胸腺的时间需控制在 5min 内，

避免器官因缺血发生形态和重量变化。用无菌手术剪沿小鼠腹中线剪开腹腔，切口长度约 2 cm ~3 cm，

暴露腹腔脏器；脾脏位于胃左侧，呈暗紫色椭圆形，用无菌镊子轻轻提起脾脏，小心分离周围结缔组织

和血管，完整取出脾脏。剪开小鼠胸腔，暴露纵隔区域；胸腺位于胸骨柄后方，呈浅粉色扁条状，分为

左右两叶，用无菌镊子轻轻分离胸腺与周围组织，注意避免损伤胸腺包膜，完整摘取胸腺，确保无残留。
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5.2.3.2.2.2 将摘取的脾脏和胸腺分别放入盛有 5mL 预冷无菌生理盐水的无菌培养皿中，用无菌镊子

轻轻晃动器官，冲洗表面血迹和组织碎屑，清洗时间不超过 30s。​ 清洗后，用无菌镊子轻轻夹取器官，

转移至另一盛有 5mL 预冷无菌生理盐水的培养皿中，重复清洗 1 次，确保表面无可见血迹。​ 将清洗

后的脾脏和胸腺分别放在无菌滤纸上，用另一张无菌滤纸轻轻覆盖在器官表面，以按压-轻提的方式吸

干表面水分，每个器官更换 2 张滤纸，避免用力挤压导致器官组织液流失。 ​
5.2.3.2.2.3 用无菌镊子将处理后的脾脏和胸腺分别放入对应称量皿中，待天平读数稳定后记录器官

重量（精确至 0.1 mg），同一器官称重 3 次，取平均值作为最终重量，若 3 次称重结果的相对标准

偏差（RSD）＞5%，需重新检测。​ 每称量完一个器官后，用 75% 酒精棉片擦拭称量皿，更换新的无菌

称量皿，避免交叉污染。​ 脾脏指数和胸腺指数计算公式如下：

�� = ��
�
··························································(1)

式中：

SI——脾脏指数；

SW——脾脏重量，g；

W——小鼠体重，g。

�� = ��
�
··························································(2)

式中：

SI——胸腺指数；

TW——胸腺重量，g；

W——小鼠体重，g。

5.2.3.3 组织病理学观察

5.2.3.3.1 按照 5.2.3.1.2.1 剥离肿瘤组织，将剥离的肿瘤组织放入 10%中性福尔马林溶液中固定 24h

以上。经石蜡包埋后连续切片，厚度 4 μm，贴于防脱载玻片，60℃烤片 2 h，按 HE 染色标准流程操

作（脱蜡→水化→苏木素染色 5 min→分化→伊红染色 3 min），中性树胶封片。

5.2.3.3.2 先用 10× 物镜扫描整个切片，确定肿瘤组织位置及大致形态；再用 20× 物镜观察细胞排

列方式；最后用 40× 物镜观察细胞细节（核形态、核分裂象、坏死区域）。​ 重点观察肿瘤实质与间

质交界处、坏死灶边缘、细胞密集区，每个样本至少观察 5 个不同视野，确保结果代表性。​ 在 40× 物

镜下，选择 3 个核分裂象最密集的视野，计数每个视野的核分裂象数量，取平均值。

6 数据处理与分析

数据记录

实验过程中应详细记录各项数据，包括实验条件、实验结果，确保数据的真实性和完整性。

统计学分析

采用统计学软件（如 SPSS、GraphPad Prism）进行数据分析。计量资料以均数±标准差（x±s）

表示，多组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），组间两两比较采用 LSD 法或 Dunnett's 法。

P＜0.05为差异有统计学意义。

协同效应评价方法

采用中效原理（Chou-Talalay 法）计算联合成分组的协同指数（CI）。根据 CI 值判断协同效应，

CI＜1 表示协同作用，CI=1 表示相加作用，CI＞1 表示拮抗作用。

7 结果判定

体外细胞试验结果判定

7.1.1 细胞增殖抑制试验
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以细胞生长抑制率为指标，比较不同实验组与空白对照组的差异;若某浓度组的抑制率显著高于空

白对照组（P＜0.05），且随浓度升高抑制率呈上升趋势，表明灵芝多糖、三萜类化合物以及两者联合

物对肿瘤细胞增殖有抑制作用。联合成分组与单成分组分别比较，若抑制率显著提高（P＜0.05），结

合协同指数（CI）判定：

——CI＜1：灵芝多糖和三萜类化合物联合对细胞增殖的抑制具有协同效应；

——CI=1：灵芝多糖和三萜类化合物联合为相加效应；

——CI＞1：灵芝多糖和三萜类化合物联合为拮抗效应。

7.1.2 细胞凋亡作用判定

以流式细胞仪检测的凋亡细胞比例（早期凋亡 + 晚期凋亡）为指标，若实验组凋亡比例显著高于

空白对照组（P＜0.05），表明灵芝多糖、三萜类化合物以及两者联合物可诱导肿瘤细胞凋亡。联合成

分组与单成分组比较，若凋亡比例显著升高（P＜0.05），且 CI＜1，表明灵芝多糖与三萜类化合物对

细胞凋亡的诱导具有协同效应。

7.1.3 细胞侵袭转移抑制作用判定

以Transwell小室穿过的细胞数为指标，若实验组穿过细胞数显著少于空白对照组（P＜0.05），表

明灵芝多糖、三萜类化合物以及两者联合物可抑制肿瘤细胞侵袭转移能力。联合成分组与单成分组比较，

若穿过细胞数显著减少（P＜0.05），且 CI＜1，表明灵芝多糖与三萜类化合物对侵袭转移的抑制具有

协同效应。

7.1.4 细胞周期影响判定

以流式细胞仪检测的各周期（G0/G1 期、S 期、G2/M 期）细胞比例为指标，若实验组与空白对照

组相比，某一周期细胞比例显著升高（P＜0.05），表明灵芝多糖、三萜类化合物以及两者联合物可将

细胞周期阻滞于该时期（如 G2/M 期阻滞）。联合成分组与单成分组比较，若周期阻滞效应更显著（P
＜0.05），且 CI＜1，表明灵芝多糖与三萜类化合物对细胞周期的调控具有协同效应。

动物实验结果判定

7.2.1 肿瘤生长抑制作用判定

7.2.1.1 若实验组肿瘤体积增长速率显著慢于模型对照组（P＜0.05），且随给药时间延长差异更明显，

表明灵芝多糖、三萜类化合物以及两者联合物可抑制肿瘤生长。

7.2.1.2 抑瘤率（T），阳性对照组抑瘤率应≥30%（验证模型有效性）；实验组抑瘤率显著高于模型

对照组（P＜0.05），表明灵芝多糖、三萜类化合物以及两者联合物具有体内抑瘤作用；联合成分组与

单成分组比较，若抑瘤率显著提高（P＜0.05），且 CI＜1，表明灵芝多糖与三萜类化合物在体内抑瘤

具有协同效应。

7.2.2 免疫功能调节作用判定

7.2.2.1 若实验组血清中 IL-2、TNF-α 水平显著高于模型对照组（P＜0.05），表明灵芝多糖、三萜

类化合物以及两者联合物可增强机体免疫活性。

7.2.2.2 若实验组免疫器官指数显著高于模型对照组（P＜0.05），表明灵芝多糖、三萜类化合物以及

两者联合物可改善免疫器官功能（减轻肿瘤导致的免疫抑制）。

7.2.3 组织病理学判定

与模型对照组相比，实验组肿瘤细胞出现核固缩、核碎裂、坏死区域扩大、核分裂象减少等特征，

表明灵芝多糖、三萜类化合物以及两者联合物可诱导肿瘤细胞凋亡或坏死；联合成分组在上述病理改变

更显著，结合抑瘤率和 CI 值，可佐证协同效应。

综合判定标准

7.3.1 细胞试验中，在增殖抑制、凋亡诱导、侵袭转移抑制或细胞周期调控中至少 1 项指标显著有效

（P＜0.05）；动物实验中，肿瘤生长抑制（抑瘤率≥30%）、免疫功能调节或病理改善中至少 1 项指

标显著有效（P＜0.05）；联合成分组满足上述有效条件，且 CI＜1 时，判定为具有协同增效作用。
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7.3.2 细胞试验中，所有检测指标与空白对照组无显著差异（P≥0.05）；动物实验中，肿瘤生长、免

疫功能及病理特征与模型对照组无显著差异（P≥0.05）；联合成分组 CI＞1 且各项指标未优于单独成

分组，判定为拮抗或无协同功效。

8 评价报告

评价报告内容包括：

a) 封面：标题、编号、日期及参与单位；

b) 摘要：简述评价目的、方法、主要结果及判定；

c) 正文：

1) 引言：背景、意义及评价目标；

2) 试验起止时间；

3) 方法：详细描述评价流程、指标及方法；

4) 结果：数据表格、图表及统计分析结果；

5) 判定：明确判定结果；

6) 试验者、校核人和技术负责人分别的签字以及试验单位公章。
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