[bookmark: OLE_LINK3]《灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法》
标准编制说明
（讨论稿）

一、工作简况
1、任务来源
根据2024年全国标准化工作要点，加强质量支撑和标准引领，深入推进国家标准化发展纲要各项重点任务实施，以标准有力引领现代化产业体系建设，推动标准化更好服务经济社会高质量发展。依据《中华人民共和国标准化法和《团体标准管理规定》（国标委联[2019]1号）的相关要求，中国食品药品企业质量安全促进会立项并联合相关单位共同制定《灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法》团体标准。
2、项目背景
灵芝作为传统名贵中药材，在我国应用历史悠久。现代医学研究表明，灵芝多糖和三萜类化合物是其主要活性成分，二者在抗肿瘤方面展现出显著效果。众多研究证实，灵芝多糖可通过激活免疫细胞，如巨噬细胞、NK 细胞等，增强机体免疫功能，间接抑制肿瘤细胞生长；三萜类化合物则能直接作用于肿瘤细胞，诱导其凋亡、抑制肿瘤血管生成等。更为关键的是，越来越多的实验表明，灵芝多糖和三萜类化合物在抗肿瘤过程中存在协同作用，二者联合使用能发挥比单一成分更强大的抗肿瘤功效。
当前，随着人们对健康的重视以及对天然抗肿瘤药物需求的增加，灵芝相关产品市场发展迅速。然而，由于缺乏统一的灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法标准，市场上的灵芝产品质量参差不齐，相关研究结果也缺乏可比性。这不仅误导了消费者，阻碍了灵芝产业的健康发展，也给科研工作带来诸多不便。
在此背景下，制定一套科学、规范、统一的灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法标准，明确实验设计、检测指标、数据分析等关键环节的具体要求，为灵芝相关产品的研发、生产、质量控制以及科研工作提供标准化的操作指南，确保评价结果的准确性、可靠性和可比性。通过统一的评价标准，能够有效甄别市场上灵芝产品的质量优劣，打击不良商家以次充好、虚假宣传等行为，维护消费者的合法权益，促进灵芝产品市场的健康、有序发展。目前灵芝产品种类繁多，包括灵芝子实体、灵芝孢子粉、灵芝提取物等各类剂型。但由于缺乏统一标准，产品中灵芝多糖和三萜类化合物的含量及比例差异较大，其抗肿瘤协同功效难以保证。制定标准可从源头把控产品质量，确保消费者使用到有效、安全的灵芝产品。
3、 主要工作过程
3.1标准研制阶段
2025年6～7月，起草组通过企业调研，了解企业实际生产情况，并组织收集、整理相关标准化资料、专业文献等，经成分分析、研讨、论证后编写完成《灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法》立项申请书及标准框架相关内容，并向中国食品药品企业质量安全促进会提出标准立项申请。
3.2标准立项阶段
2025年8月15日，中国食品药品企业质量安全促进会组织召开《灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法》标准立项会议，会议对标准立项目的、意义以及标准草案进行了论证，一致同意通过该标准的立项。
2025年8月18日，中国食品药品企业质量安全促进会正式发布了《灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效评价方法》团体标准立项通知，并在全国团体标准信息平台进行公示。
3.3起草阶段
2025年9～11月，依据《中华人民共和国标准化法》、《国务院关于深化标准化工作改革方案》等文件的要求，按照团体标准的制修订程序组织有关技术人员成立标准起草工作组，通过相关信息化手段进行多次内容讨论和交流，并向相关单位和专家咨询，在广泛听取各方意见和充分论证的基础上，对标准初稿进行了完善和修改后经起草组确认，同意作为征求意见稿，公开征求意见。
 3.4 征求意见阶段
2025年12月，工作组将修改完善后的征求意见稿材料提交中国食品药品企业质量安全促进会，等待挂网征求意见。
二 标准编制原则和主要内容及其论据 
1、标准编制原则 
本标准按照 GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第 1 部分：标准的结构和编写规则》的要求进行编写。与相关领域法律、法规和规章、国家与行业标准等的兼容性和协调一致，符合国家和行业的有关方针、政策。标准内容具有规范性、科学性、先进性、合理性与可行性。适应产业发展的需要，运用统一、简化、协调、优化的原则。兼顾各方利益，广泛吸纳各方意见和建议，协调处理好各方意见。标准规定的技术 要求应便于实际实施，具有较强的可操作性。 
2、主要内容及其依据   
2.1评价指标
细胞增殖抑制率：肿瘤细胞的异常增殖是肿瘤的重要特征之一，抑制肿瘤细胞增殖是评价抗肿瘤药物疗效的关键指标。若灵芝多糖和三萜类化合物能降低肿瘤细胞的增殖能力，则表明其具有一定的抗肿瘤作用，且二者联合使用时若能产生更强的增殖抑制效果，可体现协同抗肿瘤作用。MTT 法是细胞增殖检测的经典方法，广泛应用于抗肿瘤药物筛选与评价等研究中，具有操作简便、结果可靠等优点，因此本实验采用该方法计算细胞增殖抑制率，以评价灵芝多糖和三萜类化合物的抗肿瘤协同作用。
细胞凋亡率：诱导肿瘤细胞凋亡是抗肿瘤药物发挥作用的重要机制之一。灵芝多糖和三萜类化合物若能诱导肿瘤细胞凋亡，可促使肿瘤细胞死亡，从而抑制肿瘤生长。通过检测细胞凋亡率，能了解二者对肿瘤细胞凋亡的影响，进而判断其抗肿瘤作用及协同效应。Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒基于细胞凋亡过程中细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻等特征，可准确区分活细胞、凋亡早期细胞和凋亡晚期细胞，是细胞凋亡检测的常用工具，相关操作流程和检测方法在众多肿瘤研究文献中均有报道。
细胞侵袭转移能力：肿瘤细胞的侵袭和转移是导致肿瘤恶化和患者预后不良的重要因素。抑制肿瘤细胞的侵袭和转移能力是评价抗肿瘤药物疗效的重要方面。通过检测灵芝多糖和三萜类化合物对肿瘤细胞侵袭转移的影响，可全面评估其抗肿瘤作用。Transwell 小室法是检测细胞侵袭转移能力的经典方法，通过在小室中设置基质胶模拟体内细胞外基质，可观察肿瘤细胞穿过基质胶的能力，该方法在肿瘤侵袭转移相关研究中被广泛应用。
细胞周期分布：肿瘤细胞的增殖与细胞周期密切相关，抗肿瘤药物可通过影响细胞周期进程，使细胞阻滞在特定时期，从而抑制细胞增殖。检测灵芝多糖和三萜类化合物对肿瘤细胞周期的影响，有助于明确其作用机制，判断二者联合使用是否能产生更强的细胞周期阻滞作用，进而发挥协同抗肿瘤效应。利用 PI 染色结合流式细胞仪检测细胞周期分布是细胞周期研究的常用方法，可根据 DNA 含量的变化区分不同时期的细胞，该方法在肿瘤生物学研究中应用普遍。
肿瘤体积和抑瘤率：在动物肿瘤模型中，肿瘤体积的变化是直观反映肿瘤生长情况的指标，抑瘤率则能定量评估药物对肿瘤生长的抑制程度。通过测量肿瘤体积和计算抑瘤率，可直接判断灵芝多糖和三萜类化合物对肿瘤生长的抑制作用，以及联合用药是否具有更好的抑瘤效果。此方法是动物体内抗肿瘤实验的常规指标检测方法，在大量抗肿瘤药物研发和药效学评价研究中均有应用，操作规范且结果可靠。
免疫功能相关指标（细胞因子、免疫器官指数）：机体的免疫功能与肿瘤的发生发展密切相关，免疫细胞分泌的细胞因子如 IL-2、TNF-α 等参与免疫调节，可增强机体对肿瘤细胞的杀伤能力。脾脏和胸腺是重要的免疫器官，其重量变化可反映机体免疫功能状态。灵芝多糖和三萜类化合物可能通过调节免疫功能发挥抗肿瘤作用，检测这些指标有助于了解其免疫调节机制及抗肿瘤协同作用。细胞因子检测通常采用酶联免疫吸附测定（ELISA）法，有商业化的检测试剂盒，操作方便、特异性强。免疫器官指数通过计算免疫器官重量与体重的比值获得，是评估机体免疫功能的常用指标，在免疫相关研究中广泛使用。
组织病理学观察：通过对肿瘤组织进行病理切片观察，可从细胞形态学角度直观了解肿瘤组织的变化，如细胞排列、核形态、核分裂象及坏死区域等，有助于判断灵芝多糖和三萜类化合物对肿瘤组织的影响，为其抗肿瘤作用机制提供形态学依据，同时可观察联合用药是否产生更明显的病理改变，体现协同作用。HE 染色是组织病理学观察的经典方法，可清晰显示细胞结构和组织形态，广泛应用于肿瘤病理诊断和药物疗效评估等研究中，具有成熟的操作流程和判断标准。。
2.2 评价方法
细胞试验：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作为样品，选用人源性肿瘤细胞系如 MCF-7、HCT116 等，配制不同浓度的灵芝多糖、三萜类化合物溶液及二者联合溶液，分别设置空白对照组、阳性对照组、灵芝多糖单独处理组、三萜类化合物单独处理组和联合处理组。通过 MTT 法检测细胞增殖抑制率，利用流式细胞仪检测细胞凋亡比例和细胞周期分布，借助 Transwell 小室和倒置显微镜检测细胞侵袭转移能力。
动物试验：选用 SPF 级 BALB/c 裸鼠或 C57BL/6 小鼠，构建肿瘤模型后，分为阳性对照组、模型对照组、灵芝多糖单独处理组、三萜类化合物单独处理组和联合处理组。通过测量肿瘤体积和重量计算抑瘤率来评估肿瘤生长情况，采用眼眶静脉丛采血法检测细胞因子以评估免疫功能，通过测定脾脏和胸腺重量计算免疫器官指数，还通过对肿瘤组织进行 HE 染色和显微镜观察来进行组织病理学分析。
试验材料中对试剂和仪器的规格要求，如蒸馏水符合 GB/T 6682 中一级水的要求，CO₂培养箱的温度和 CO₂浓度控制精度等，来源于相关的国家标准、行业标准或仪器设备的常规技术指标要求。
细胞培养条件、溶液配制方法、实验分组设置以及指标检测方法等，来源于《灵芝三萜与灵芝多糖抗肿瘤作用及其机制研究进展》，该文献发表于《中国实验方剂学杂志》，对相关作用机制进行了综述。
MTT 法：参考《中华人民共和国药典》中MTT法。
Annexin V/PI、细胞周期：参考 CLSI 指南 H42-A2《Flow Cytometric Enumeration of Immunologically Defined Cell Populations》。
Transwell 侵袭：参考 Albini A 等, 1987, Cancer Research 经典 Matrigel 侵袭模型，基质胶稀释比例 1:8 为文献常用优化值。
动物级别、饲养环境：GB 14925《实验动物 环境及设施》屏障系统要求。
[bookmark: _Hlk218069405]肿瘤接种量 1×10⁷ cells/0.2 mL：参考 NCI 推荐皮下移植瘤常规接种量（1-10×10⁶）。环磷酰胺阳性对照 20 mg/kg q2d i.p.：参考《抗肿瘤药物药效学研究技术指导原则》（CFDA 2012）。
剂量设计：依据前期急性毒性 LD₀ 和 MTD 实验，按体表面积换算等效剂量参考FDA 2005年发布的《Estimating the Maximum Safe Starting Dosein Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy Volunteers》中推荐的体表面积换算方法进行种间剂量折算。
肿瘤体积计算公式：Tomayko, M. M., & Reynolds, C. P. (1989). Determination of subcutaneous tumor size in athymic (nude) mice. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, *24*(3), 148-154.
免疫器官指数：参考《保健食品功能评价程序与检验方法规范》（国家市场监管总局 2021 版）中“免疫调节功能评价”。
血清细胞因子 ELISA：遵循试剂盒说明书，引用CLSI EP05-A3（定量测量程序精密度评估）作为检测操作和数据精密度的标准化依据。
三、预期达到的社会效益、对产业发展的作用及解决的主要问题等情况
癌症严重威胁人类健康，灵芝多糖和三萜类化合物在抗肿瘤方面的潜在作用备受关注。当前灵芝产品市场存在诸多问题，如产品质量参差不齐、功效宣传混乱等。本团体标准明确了灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效的评价方法，企业生产产品时需遵循标准进行功效验证和质量控制。这促使企业注重产品研发与质量提升，通过科学实验证明产品功效，淘汰劣质产品和虚假宣传企业，净化市场环境，引导产业向规范化、科学化方向发展，提升整个灵芝产业的市场竞争力和信誉度。
此前，不同研究机构、企业对灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同功效的评价方法差异大，导致结果缺乏可比性。如细胞实验中细胞培养条件、药物浓度设置无统一标准；动物实验中实验动物选择、给药方案及观察指标不同。通过制定该标准，详细规定体外细胞实验（细胞增殖抑制、凋亡、侵袭转移、细胞周期检测等）和动物实验（肿瘤生长抑制、免疫功能调节、组织病理学观察等）各环节操作流程、指标检测方法及结果判定标准，使评价结果更科学、可靠且可比。同时规范其抗肿瘤协同功效的评价流程，为科研、医疗及产品开发提供科学依据。这有助于公众更准确了解灵芝相关产品的真实功效，避免被不实宣传误导，合理选择健康产品。随着对灵芝多糖和三萜类化合物抗肿瘤协同作用的深入研究与科学验证，未来有望开发出更多有效的肿瘤辅助治疗手段或健康产品，为肿瘤患者及关注健康人群带来更多福祉，提升整体社会健康水平。
四、与国际、国外和国内标准对比情况
本文件为首次自主制定，不涉及国际国外标准采标情况。
五、与现行相关法律、法规、规章及相关标准的关系
本文件与相关法律、法规、规章及相关标准协调一致，没有冲突。
六、重大分歧意见的处理经过和依据
无。
七、贯彻指南的要求和措施建议
本文件发布后，应向相关企业进行宣传、贯彻，推荐执行该文件。
八、其他应予说明的事项
无。 


             

