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标准编制说明
（征求意见稿）

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《灵芝三萜与灵芝多糖对人体免疫系统的双效协同效果评价方法》团体标准。
2、项目背景
在国家大力推进中医药标准化建设的政策背景下，《中医药标准化行动计划（2024—2026 年）》明确提出要加强中医药特色优势领域标准制定，推动中医药产业高质量发展。与此同时，国际标准化组织（ISO）于 2025 年 8 月正式发布《中医药 —— 破壁灵芝孢子粉》（ISO/TS 25006∶2025）国际标准，首次明确了破壁灵芝孢子粉的原料基源、加工工艺、有效成分含量等核心指标，这标志着灵芝产业的国际化标准体系建设取得重大进展。然而，国内外现有标准体系在灵芝功效成分协同作用评价方面仍存在显著空白。
从市场发展现状来看，我国灵芝孢子粉市场销售额已达到 10 亿元，保持稳健增长态势，但市场乱象突出。产品价格差异悬殊，部分产品每 400 克售价约 200 元，而一些高端产品每 500 克售价高达 1.5 万元，价格相差高达 60 倍。这种价格鸿沟的背后反映了产品质量的参差不齐，主要原因在于当前缺乏统一的功效评价标准。2020 年国家市场监督管理总局等部门制定的《保健食品原料目录 破壁灵芝孢子粉》仅规定多糖含量不得低于 0.9%，未对总三萜含量设定明确要求，且未涉及两种成分协同作用的评价指标。
科学研究表明，灵芝三萜与灵芝多糖通过 “抗炎 - 激活” 双通路形成协同免疫调节机制。三萜类化合物作为天然的 NF-κB 抑制剂，可减少促炎因子表达，促进调节性 T 细胞增殖；灵芝多糖则通过 TLR4 受体通路激活巨噬细胞，增强细胞免疫和体液免疫应答。在 LPS 诱导的小鼠炎症模型中，两者联合使用使 IL-6 浓度降低 63%，NK 细胞活性提升 52%，显著优于单一成分作用效果，证实了协同效应的存在及其重要性。但当前标准体系未能反映这种 “1+1>2” 的生物活性特征，导致市场上产品质量评价缺乏科学依据。
当前灵芝产业发展面临的核心问题是功效评价标准与产业发展需求脱节。一方面，市场上 16 款灵芝孢子粉产品虽均宣称破壁工艺优势且成分含量达标，但由于缺乏协同效应评价标准，消费者难以辨别产品实际功效差异；另一方面，现有检测方法存在局限性，如以齐墩果酸为标准品的分光光度法检测三萜含量缺乏专属性，导致结果虚高，影响了评价的科学性。这些问题不仅增加了消费者的选择难度，也给市场监管带来挑战，制约了产业的健康发展。
本标准的制定，通过建立双效协同机制评价体系，可引导企业优化生产工艺，提升产品质量，推动灵芝产业从原料竞争向技术竞争转型。在监管层面，标准将为市场监督提供科学依据，解决当前因评价指标缺失导致的监管难题，有利于维护市场秩序；在消费权益层面，标准可帮助消费者建立科学的产品认知，通过明确的协同功效评价指标，减少信息不对称带来的选择困难。同时，标准制定也响应了《中医药标准化中长期发展规划》中关于完善中医药疗效评价标准体系的要求，对推动中医药现代化和国际化具有重要意义。
3、 主要工作过程
3.1标准研制阶段
2025年8～9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《灵芝三萜与灵芝多糖对人体免疫系统的双效协同机制评价指南》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10月24日，中国食品药品企业质量安全促进会组织召开《灵芝三萜与灵芝多糖对人体免疫系统的双效协同机制评价指南》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，并建议将标准名称修改为《灵芝三萜与灵芝多糖对人体免疫系统的双效协同功效评价方法》。
205年10月30日，中国食品药品企业质量安全促进会正式发布了《灵芝三萜与灵芝多糖对人体免疫系统的双效协同功效评价方法》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11～12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。
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 评价方法
本文件旨在建立一套系统、规范的评价体系，以科学评估灵芝多糖与三萜类化合物单独及联合使用时的免疫调节活性。通过体外细胞实验与体内动物实验相结合的方法，重点验证两种成分对固有免疫与适应性免疫的协同激活效应，为灵芝活性成分作为天然免疫调节剂的开发应用提供从分子机制到整体功能的完整实验依据，同时为天然产物协同免疫调节的研究提供可借鉴的标准化实验范式。
实验采用 “体外细胞实验 - 体内动物实验” 的双层验证体系，核心围绕免疫调节的协同效应展开。
体外细胞实验部分，以健康人外周血单个核细胞（PBMC）为研究模型，通过预实验设置 8 个浓度梯度，采用 CCK - 8 法测定细胞存活率，计算半数毒性浓度（TC₅₀），确定两种成分的安全浓度范围（存活率≥80% 的最高浓度）。正式实验设置空白对照、阳性对照（PHA）、多糖单独组、三萜单独组及 2:1、1:1、1:2 比例的联合用药组，通过以下指标评价免疫活性：①采用 CCK - 8 法检测免疫细胞增殖率；②流式细胞术分析 CD3⁺T 细胞比例、CD4⁺/CD8⁺T 细胞比值及 CD56⁺NK 细胞比例；③ELISA 法测定 IL - 2、TNF - α、IFN - γ、IL - 10 等细胞因子分泌水平；④中性红染色法评估巨噬细胞吞噬功能。
体内动物实验部分，选用 SPF 级 BALB/c 小鼠，通过急性毒性预实验确定最大耐受剂量（MTD），并以 MTD 的 1/2、1/4、1/8 设置正式实验剂量；通过环磷酰胺（CY）预实验筛选使免疫功能降低 50% - 60% 的造模剂量。实验分组包括空白对照、模型对照、阳性对照（左旋咪唑）、多糖单独组、三萜单独组及联合用药组，连续灌胃 21 天后检测：胸腺指数和脾脏指数等免疫器官发育指标；外周血中 CD3⁺T 细胞、CD4⁺T 细胞、CD8⁺T 细胞及 NK 细胞（CD3⁻CD161⁺）比例；血清中 IL - 2、TNF - α、IFN - γ 浓度；脾淋巴细胞增殖活性；胸腺与脾脏的组织病理学变化（胸腺皮质厚度、脾小结数量等）。
样品与试剂标准依据：灵芝子实体的选用符合《灵芝孢子粉采收及加工技术规范》（GB/T 29344 - 2023）最新版本要求，该标准对灵芝活性成分的技术要求和加工规范进行了明确规定。蒸馏水质量遵循 GB/T 6682 中一级水标准，确保实验体系的纯净性。胎牛血清、培养基及免疫试剂的质量控制标准参考行业通用规范，如淋巴细胞分离液采用密度 1.077±0.001 g/mL 的规格，符合免疫细胞分离的常规技术要求。
实验方法学依据：细胞毒性检测采用 CCK - 8 法，其原理基于水溶性四唑盐的生物还原反应，操作步骤参考 Abcam 试剂盒标准 protocol，检测波长设定为 450 nm。免疫细胞表型分析采用流式细胞术，抗体组合（CD3 - PE、CD4 - FITC、CD8 - APC、CD56 - PE - Cy7）及孵育条件符合人类免疫细胞表型检测的常规方案。巨噬细胞吞噬功能检测采用 0.4% 中性红染色法，通过细胞内吞噬颗粒的 OD 值量化吞噬活性，该方法在虎杖多糖等天然产物的免疫活性研究中已被验证有效。
动物模型构建采用环磷酰胺诱导免疫抑制，造模剂量筛选参考类似研究中使免疫功能降低 50% - 60% 的标准，阳性对照药左旋咪唑的使用浓度（50 mg/kg）符合免疫增强实验的常规设置。
联合用药比例（2:1、1:1、1:2）的设计借鉴药物协同作用研究中的正交实验原则，旨在全面考察不同配比下的相互作用效应。
伦理与操作规范依据：健康人外周血的采集经过伦理审批，符合生物样本研究的伦理要求；动物实验采用 SPF 级 BALB/c 小鼠，饲养环境及操作流程符合屏障环境动物实验规范，组织取材与病理处理步骤参考《中国组织工程研究》的标准化操作流程。
2.2 数据处理及结果判定
围绕实验数据管理与效应判定，分为 “数据处理与分析” 和 “结果判定” 两大核心模块，数据记录：需详细留存实验条件（细胞批次、动物编号、试剂批号）、原始数据（OD 值、细胞数量、器官重量、细胞因子浓度）及异常现象（细胞污染、动物死亡），核心目标是确保数据可追溯。统计学分析：采用专业统计学软件处理数据，计量资料以 “平均值 ± 标准差（x±s）” 呈现；先进行正态性检验与方差齐性检验，若数据符合正态分布且方差齐，用单因素方差分析（ANOVA）做组间比较，两两比较采用 LSD 法或 SNK 法，若不符合则用非参数检验，以 P<0.05 作为差异有统计学意义的标准。
协同效应计算：针对双效协同作用，采用协同指数（CI）法判定强度，CI＜1 为协同作用、CI=1 为相加作用、CI＞1 为拮抗作用；CI 值可通过 CompuSyn 软件或 Chou-Talalay 法公式计算。
结果判定：体外细胞实验判定：以 “单独成分有效” 和 “协同效应” 为双维度，针对免疫细胞增殖（增殖率升高且呈浓度依赖性、联合组增殖率更高且 CI＜1）、免疫细胞表型（CD4+/CD8 + 比值、NK 细胞比例达标、联合组多指标更优且 CI＜1）、细胞因子分泌（IL-2 等升高且 IL-10 正常、联合组相关细胞因子更高且 IL-10 平衡、CI＜1）、巨噬细胞吞噬功能（吞噬率升高、联合组 OD 值更高且呈剂量依赖性）设定判定标准（均需 P<0.05）。
体内动物实验判定：同样分 “单独成分有效” 和 “协同效应”，针对免疫器官指数（胸腺 / 脾脏指数升高且恢复至空白组 70% 以上、联合组指数更高且恢复至 80% 以上、CI＜1）、外周血免疫细胞（CD4+/CD8 + 比值、NK 细胞比例达标、联合组指标更优且接近空白组、CI＜1）、血清细胞因子（IL-2 等升高且呈剂量依赖性、联合组更高且恢复至空白组 70% 以上、CI＜1）、脾淋巴细胞增殖（增殖率升高且恢复至空白组 60% 以上、联合组更高且恢复至 75% 以上、CI＜1）、组织病理学（胸腺皮质增厚、脾小结数量增加、联合组变化更显著、CI＜1）设定标准（均需 P<0.05）。
综合判定：分两类情况 —— 若细胞实验至少 1 项指标有效、动物实验至少 1 项指标有效，且联合组满足有效条件、CI＜1 且无安全性风险（细胞存活率≥80%、动物肝肾功能正常、无过度免疫反应），则判定为 “具有协同增效作用”；若细胞实验所有指标与空白组无差异（P≥0.05）、动物实验所有指标与模型组无差异（P≥0.05），且联合组 CI＞1 且指标未优于单独组，则判定为 “拮抗或无协同功效”。
本文内容与数据的设定均基于生物医学研究领域的公认规范、方法学标准及免疫学实验的常规实践，具体依据如下：
数据记录部分：参考《药品非临床研究质量管理规范（GLP）》（2020 年版）中对实验数据管理的要求，GLP 明确规定非临床研究需详细记录实验条件、原始数据及异常情况，确保数据的真实性、完整性和可追溯性，这是药品及生物活性成分非临床评价的核心准则。
统计学分析部分：遵循生物统计学的经典理论与行业标准，如正态性检验（Shapiro-Wilk 检验、Kolmogorov-Smirnov 检验）、方差齐性检验（Levene 检验）、单因素 ANOVA 及两两比较方法（LSD 法适用于组间方差齐且需精确比较的场景，SNK 法适用于多组间两两比较）、非参数检验（Kruskal-Wallis H 检验、Mann-Whitney U 检验）等，均为《生物统计学方法》《医学统计学》等权威教材及《医疗器械临床试验统计学指导原则》中推荐的标准方法，P<0.05 是生物医学研究中普遍采用的差异显著性阈值。
协同效应计算部分：CI 法（尤其是 Chou-Talalay 法）是国际公认的药物/活性成分协同效应评价方法，该方法基于剂量-效应关系模型，可定量计算协同、相加或拮抗作用，CompuSyn 软件是该方法的常用计算工具，相关理论与应用见于Chou等发表的《Quantitative analysis of dose-effect relationships: the combined effects of multiple drugs or enzyme inhibitors》等核心文献。
结果判定指标与标准部分：
免疫细胞增殖、免疫细胞表型（CD4+/CD8 + 比值、NK 细胞比例）、细胞因子（IL-2、TNF-α、IFN-γ、IL-10）、巨噬细胞吞噬功能、免疫器官指数（胸腺 / 脾脏指数）、脾淋巴细胞增殖、组织病理学（胸腺皮质、脾小结）等指标，均为免疫学领域评价免疫功能及活性成分免疫调节作用的常规终点指标，符合《免疫学实验技术指南》《非临床药效学研究评价技术指导原则》中对免疫相关实验的指标设定要求。
指标的量化标准（如 CD4+/CD8 + 比值≥1.2、NK 细胞比例≥15%（体外）、恢复至空白组 70% 以上等），参考了大量已发表的免疫调节类成分非临床研究文献（如植物提取物、生物制剂的免疫活性评价研究）及行业内的共识，确保标准的合理性与可操作性；安全性指标（细胞存活率≥80%、动物肝肾功能正常）则符合《药物非临床安全性评价研究技术指导原则》中对实验安全性评估的基础要求。
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
​灵芝三萜与多糖双效协同机制评价指南标准的制定，将针对性解决当前灵芝产业发展中的多个关键问题。​首先，解决灵芝有效成分作用机制不明确的问题。目前灵芝产品市场存在 "重成分含量、轻作用机制" 的现象，多数产品仅标注三萜或多糖的含量，却缺乏对两者协同作用的科学阐释。正如国际标准化组织中医药技术委员会副主席沈远东指出的，"质量标准落后、可控性差、有效成分和作用机制不明确等问题，阻碍了中药与国际接轨"。该标准将系统建立三萜与多糖协同调节免疫系统的评价指标和方法，明确其作用机制，为灵芝产品的功效宣称提供科学依据。​
其次，解决标准碎片化和不统一问题。当前灵芝产业标准体系存在 "地方标准多、国家标准少，生产标准多、功效评价标准少" 的特点。这种碎片化的标准体系导致不同地区、不同企业的产品质量难以比较，科研数据缺乏可比性，严重影响产业升级和技术创新。该标准将填补灵芝有效成分协同效应评价的标准空白，形成与现有生产标准互补的完整标准体系。​
同时解决灵芝产品质量控制难题。由于缺乏统一的功效评价标准，部分企业为追求短期利益，采用劣质原料或简化生产工艺，导致产品有效成分含量低、重金属超标等问题频发。该标准将建立从原料到成品的全链条质量控制指标，包括三萜与多糖的比例、提取工艺参数、活性检测方法等，通过 "标准倒逼" 机制提升整体产品质量。同时，标准将推广先进检测技术的应用，如电子舌与 HPLC 联合分析方法，提高质量检测的准确性和效率。​
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。
参考文献：
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Abcam. Cell Counting Kit 8 (WST-8/CCK8) Protocol. ab228554.（CCK - 8 检测方法标准）。
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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。 


             

