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　 　 【摘要】 　 目的　 研究去壁灵芝孢子粉 6 周重复给药对幼龄大鼠各系统发育的影响及其毒性反应。 方法　 24
日龄(postnatal day, PND24)幼龄 SD(Sprague-Dawley)大鼠 128 只,采用体重均衡法分为溶媒对照组、低剂量组、中
剂量组和高剂量组,每组 32 只,雌雄各半,经口灌胃分别给予纯水、去壁灵芝孢子粉 0. 8、1. 8 和 4. 0 g / kg 剂量,给
药体积均为 10 mL / kg,每天给药 1 次,连续给药 6 周(42 d),于停药次日、停药 4 周分别剖检每组雌雄大鼠 10 / 16
只、6 / 16 只;检测常规毒性指标和生长发育、骨骼发育、行为学、性激素、免疫系统发育等指标。 结果　 去壁灵芝孢

子粉各剂量对幼龄 SD 大鼠临床症状、体重、摄食、性征发育、行为学、血液学、血清生化学、眼科、生长激素、性激素、
骨骼系统发育、免疫学、组织病理学等指标均未见明显毒性影响;仅出现以高剂量为主的雌雄大鼠部分尿液指标可

逆性异常(停药 4 周后恢复正常),考虑与供试品成分或其代谢产物经尿液排泄有关;各剂量组水迷宫实验中潜伏

期时间减少、空间探索测定目标象限内时间百分比增加,提示学习记忆能力增强,考虑不排除可能与其药理学作用

有关。 结论　 去壁灵芝孢子粉对幼龄 SD 大鼠未见明显毒性反应,未观察到不良反应剂量(no-observed adverse
effect level,NOAEL)为 4. 0 g / kg。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the effects and toxicity of repeated administration of wall-removed Ganoderma
lucidum spore powder for 6 weeks on the development of various systems in juvenile rats. Methods　 One hundred twenty-
eight juvenile SD rats aged 24 days (postnatal day, PND24) were divided into vehicle control, low-dose, medium-dose and
high-dose groups by the weight balance method . Each group was composed of 32 rats (half male and half female), and
received pure water or wall-removed Ganoderma lucidum spore powder 0. 8, 1. 8 and 4. 0 g / kg doses by gavage,
respectively, each in a volume of 10 mL / kg, once a day for 6 consecutive weeks (42 d). The day after drug withdrawal and
4 weeks after drug withdrawal, 10 / 16 and 6 / 16 rats in each group were necropsied, and routine toxicity indicators and



indicators of growth and development, bone development, behavior, sex hormones, immune system development, and other
indicators were detected. Results 　 Each dose of wall-removed Ganoderma lucidum spore powder had no significant toxic
effects on the clinical symptoms, weight, food intake, sexual development, behavior, hematology, serum biochemistry,
ophthalmology, growth hormones, sex hormones, skeletal system development, immunology, histopathology, or other
indicators of juvenile SD rats. However, the rats in the high-dose group had reversible abnormalities in some urine
indicators ( all returned to normal after 4 weeks of drug withdrawal), which was considered to be related to the urine
excretion of the test product components or their metabolites. In the water maze test of each dose group, the incubation
period decreased, and the percentage of time in the target quadrant, as measured by space exploration, increased,
suggesting that the learning and memory ability was enhanced, which may be related to its pharmacological effects.
Conclusions　 Wall-removed Ganoderma lucidum spore powder has no obvious toxic effects in juvenile SD rats, and the
NOAEL was 4. 0 g / kg.

【Keywords】 　 wall-removed Ganoderma lucidum spore powder; pediatric drugs; juvenile animal study ( JAS);
repeated dose toxicity

　 　 灵芝孢子粉是灵芝生长后期从其菌褶中生长

的微小卵形生殖细胞,即灵芝的种子,其在生物学

上也被称为“担孢子” [1]。 灵芝孢子粉的化学成分

主要包括多糖类、三萜类、蛋白质、甾醇类、核苷类、
微量元素等,其中总三萜、总多糖被认为是主要的

活性成分[2]。 已有大量研究表明,灵芝孢子粉具有

提高免疫[3-4]、抗肿瘤[5-6]、护肝[7]、抗氧化[8] 等功

效。 灵芝孢子壁主要由几丁质等成分构成,不易消

化;为提高生物利用度,发展了灵芝孢子破壁技术,
其药效也明显提高,但目前国内外的破壁技术不能

去除残留的孢子壁,其有效成分含量并没有显著提

高[9]。 而新兴的去壁技术能将非药用、约占孢子粉

2 / 3 重量的孢子壁有效分离,获得的去壁灵芝孢子

粉活性物质大幅度提高[4,10]。
目前尚未见灵芝孢子粉在儿童及幼龄动物安全

性方面的相关报道,为了推广去壁灵芝孢子粉的应用

范围、增加儿童适用人群,考察评估去壁灵芝孢子粉

在儿童应用中的安全性,作者开展了幼龄大鼠安全性

评价试验。 通过考察连续给予幼龄 SD 大鼠去壁灵

芝孢子粉 6 周(停药恢复 4 周)可能产生的不良反应

以及对幼龄动物的性发育、行为学(学习记忆)、骨骼

发育等影响,确定未观察到不良反应剂量,判断“去壁

灵芝孢子粉”对幼龄大鼠重复给药的毒性靶器官或靶

组织,为儿科用药的临床试验及临床应用提供参考数

据,并提示临床中可能需重点监测的指标。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 SD 大鼠 128 只,PND24,雌雄各半,雄鼠

重 34. 1~ 48. 8 g,雌鼠重 35. 2 ~ 46. 5 g,购于浙江维

通利华实验动物技术有限公司[ SCXK(浙) 2019 -

0001],动物饲养于浙江省医学科学院安全性评价

研究中心屏障系统动物房[SYXK(浙)2017-0010]。
本试验通过实验动物管理和使用委员会( IACUC)
审核动物伦理(GLP-2020-035),符合 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 去壁灵芝孢子粉(金华寿仙谷药业有限公司,
批号:20200301,含量:粗多糖(以葡萄糖计)21. 4 g /
100 g,总三萜(以齐墩果酸计)5. 7 g / 100 g),棕褐色

粉末,溶于水,临用前用纯水配制成给药浓度。
生化检测试剂(德国 DiaSys Diagnostic Systems

GmbH);血液学检测试剂(Siemens);大鼠生长激素、
大鼠睾酮、大鼠雌二醇 ELISA 试剂盒(Elabscience)。

Top Scan 动物行为分析系统(CSI 公司);CA-1500
全自动血凝分析仪(日本 Sysmex);7100 全自动生化分

析仪(日本日立);N-600 尿液分析仪(长春迪瑞);
ADVIA2120 全自动血细胞分析仪(美国 Bayer);Welch
Allyn 12500-YD 双目间接检眼镜(美国伟伦)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组和剂量设计

　 　 采用体重均衡法随机将大鼠分为溶媒对照组、
低剂量组、中剂量组和高剂量组,每组 32 只,♀􀳜各

半,分别经口灌胃给予纯水、去壁灵芝孢子粉 0. 8、
1. 8 和 4. 0 g / kg,给药体积均为 10 mL / kg,PND24 开

始给药,每天给药 1 次,连续给药 6 周,停药后恢复

观察 4 周。
1. 3. 2　 检测指标

　 　 试验期间每天观察大鼠的一般情况;大鼠摄食

量和体重在给药期间称量 2 次 /周,恢复期称量

1 次 /周;雄鼠和雌鼠分别于 PND39 ~ PND46 和

PND28~PND36,每天进行性征发育观察(龟头包皮

分离 /阴道张开情况);停药检查和恢复期结束检查
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分别进行行为学评价(全部大鼠)、水迷宫实验(6
只 /性别 /组);停药检查和恢复期结束时分别随机

抽 80 只(每组 20 只,♀􀳜各半)和 48 只(每组 12
只,♀􀳜各半),并进行常规重复给药毒性指标以及

生长发育相关毒性指标检查,主要包括一般反应

(外观体征、行为活动、粪尿性状、死亡情况等),生
长发育指标(体重、摄食量、性征发育),行为学(一
般行为学评价:改良 Irwin’ s 行为学评价方法;学习

记忆能力:Morris 水迷宫实验),血液学,凝血指标,
血清生化学,尿液指标,眼科检查指标,激素相关指

标(生长激素、雌二醇、睾酮),骨骼检查指标,组织

病理学(心脏、脾、肺、肝、肾、肠道、脑(大脑、小脑、
脑干)、垂体、胸腺等 40 种脏器组织)。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS 23.0 进行统计学分析,计量资料采

用平均数±标准差(􀭰x±s)描述,选用单因素方差分析

(One-way ANOVA)进行显著性分析;计数资料选用

非参数检验(Kruskal-Wallis 检验)进行显著性分析;
显著性检验水准 α 为 0. 05。

2　 结果

2. 1　 一般情况、体重和摄食量

　 　 整个实验期间,各组雌雄大鼠均未见明显异常

反应,未出现动物死亡或濒死。 各剂量组雌雄大鼠

体重及摄食量均未见明显毒性影响,仅高剂量组雌

鼠给药第 16、19 天的体重、高剂量雄鼠第 4 天、低剂

量组雄鼠第 45 天的摄食量高于溶媒对照组(P <
0. 05 或 P<0. 01),其余给药时期和恢复期各组雌雄

大鼠的体重、摄食量均未见明显变化(P>0. 05),如
图 1 和图 2 所示。 上述体重、摄食量变化幅度较小,
无明显剂量-时效关系,且体重和摄食量增加一般

均非毒性表现,结合统计学结果和生物学 /临床意

义、实验室背景数据、长期研究经验等其他各方面

因素,故考虑为无明显毒理学意义。
2. 2　 血液学

　 　 各剂量去壁灵芝孢子粉对雌雄大鼠的血液学

指标均未见明显毒性影响。 仅出现个别指标的波

动:停药时,中剂量组雌鼠的活化部分凝血酶时间

低于相应时间的溶媒对照组(P<0. 01);恢复期结束

时,低剂量组雄鼠的凝血酶原时间和高剂量组雌鼠

的平均血小板体积高于相应时间的溶媒对照组(P<
0. 05 或 P<0. 01),低剂量组雌鼠的纤维蛋白原和高

剂量组雄鼠的红细胞体积分布宽度低于相应时间

注:与溶媒对照组比,∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01。 下图同。

图 1　 去壁灵芝孢子粉对幼龄 SD 大鼠体重的影响

Note. Compared with the control group, ∗P < 0. 05, ∗∗P <
0. 01. The same as below.

Figure 1　 Effect of wall-removed Ganoderma lucidum
spore powder on body weight of juvenile SD rats

图 2　 去壁灵芝孢子粉对幼龄 SD 大鼠食物摄入的影响。
Figure 2　 Effect of wall-removed Ganoderma lucidum spore

powder on food intake of juvenile SD rats
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的溶媒对照组(P<0. 05 或 P<0. 01),如表 1 所示。
但上述异常指标的波动幅度小,无明显剂量反应关

系,且与凝血、红细胞相关的其他指标均未见显著

性异常,结合统计学结果和生物学 /临床意义、实验

室背景数据等各方面因素,考虑无毒理学意义。
2. 3　 血清生化学

　 　 各剂量去壁灵芝孢子粉对雌雄大鼠血液学指

标均未见明显毒性影响。 仅出现个别指标的波动:
停药时,高剂量组雄鼠的 Na+、雌鼠的 Cl-和中剂量

组雌鼠的 Cl-高于相应时间的溶媒对照组(P<0. 05
或 P<0. 01),中剂量组雌鼠的肌酐和高剂量组雌鼠

的肌酐、肌酸磷酸激酶低于相应时间的溶媒对照组

(P<0. 05 或 P<0. 01),如表 2 所示。 但上述异常指

标的波动幅度较小,且无明显的剂量-反应关系,结
合统计学结果和生物学 /临床意义、实验室背景数

据等各方面因素,考虑无毒理学意义。
2. 4　 尿液、眼科检查

　 　 去壁灵芝孢子粉对停药检查时各剂量组雌雄

大鼠尿液指标有一定的异常影响:停药时,高剂量

组雌雄大鼠的尿胆原、胆红素、蛋白质、酮体、比重、
维生素 C、微白蛋白和中剂量组大鼠的微白蛋白、白
细胞高于相应时间的溶媒对照组(P< 0. 05 或 P<
0. 01),低、中、高剂量组雌雄大鼠的 pH 值均低于相

应时间的溶媒对照组(P<0. 05 或 P<0. 01);恢复期

结束时,各组上述指标均恢复至正常,如表 3 所示。
上述尿液指标存在剂量-反应关系,但在停药后均

可恢复至正常,考虑可能与服用大量高浓度的去壁

灵芝孢子粉后随尿液排出的药物原型或代谢产物

的理化性质有关,结合肾功能相关血清生化指标和

肾组织病理学检查结果未见明显异常,且上述异常

波动范围较小,结合统计学结果和生物学 /临床意

义、长期研究经验等其他各方面因素,故综合考虑

其无明显的毒理学 /临床意义。
眼科检查未见与去壁灵芝孢子粉相关的明显

异常影响。

表 1　 去壁灵芝孢子粉对幼龄大鼠血液学的影响 (􀭰x±s)
Table 1　 Effects of wall-removed Ganoderma lucidum spore powder on hematology in juvenile rats

检测阶段
Detection phase

检测指标
Test items

性别
Sex

溶媒对照组
Control group

低剂量组
Low-dose group

中剂量组
Medium-dose group

高剂量组
High-dose group

停药检查
Drug withdrawal period

活化部分凝血酶时间(s) 􀳜 15. 7±1. 2 15. 3±0. 5 15. 5±0. 9 16. 1±1. 1
APTT ♀ 17. 6±0. 7 17. 3±0. 8 16. 2±0. 9∗∗ 16. 9±0. 8

红细胞体积分布宽度(%) 􀳜 12. 1±0. 5 11. 7±0. 4 11. 6±0. 5 　 11. 3±0. 4∗∗

RDW ♀ 11. 2±0. 1 11. 0±0. 1 11. 2±0. 3 11. 1±0. 2

恢复期结束检查
End of recovery period

平均血小板体积(fL)
MPV

凝血酶原时间(s)
PT

纤维蛋白原(g / L)
Fbg

􀳜 9. 5±0. 7 9. 5±0. 4 9. 0±0. 6 9. 6±0. 2
♀ 9. 0±0. 6 9. 4±0. 3 8. 9±0. 3 　 9. 7±0. 4∗

􀳜 10. 8±0. 5 11. 7±0. 9∗ 11. 1±0. 5 10. 6±0. 4
♀ 9. 1±0. 6 9. 5±0. 4 9. 9±0. 7 9. 1±0. 3
􀳜 2. 1±0. 1 2. 1±0. 1 2. 2±0. 1 2. 0±0. 1
♀ 1. 9±0. 0 　 1. 6±0. 1∗ 1. 7±0. 1 1. 8±0. 1

注:n= 10 (停药期), n= 6 (恢复期结束)。 与溶媒对照组比,∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01。
Note. n= 10 (Drug withdrawal period), n= 6 (End of recovery period) . Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.

表 2　 去壁灵芝孢子粉对幼龄大鼠血清生化的影响(􀭰x±s,n= 10)
Table 2　 Effects of wall-removed Ganoderma lucidum spore powder on serum biochemistry in juvenile rats

检测阶段
Detection phase

检测指标
Test items

性别
Sex

溶媒对照组
Control group

低剂量组
Low-dose group

中剂量组
Medium-dose group

高剂量组
High-dose group

停药检查
Drug withdrawal period

肌酐(μmol / L)
Crea

肌酸磷酸激酶(IU / L)
CK

钠离子(mmol / L)
Na+

氯离子(mmol / L)
Cl-

􀳜 41. 8±2. 4 39. 7±2. 5 38. 6±3. 3 38. 1±6. 0
♀ 43. 5±3. 2 42. 7±5. 2 38. 9±3. 1∗ 39. 3±3. 5∗

􀳜 817. 6±125. 4 772. 8±240. 3 694. 8±201. 8 614. 7±183. 3
♀ 605. 0±210. 5 526. 1±154. 5 520. 5±102. 6 385. 7±111. 6∗∗

􀳜 145. 8±1. 5 147. 0±0. 9 147. 3±0. 8 148. 2±1. 0∗∗

♀ 146. 4±1. 2 147. 3±0. 7 147. 4±1. 3 147. 8±1. 2
􀳜 107. 8±1. 9 108. 2±1. 2 108. 6±1. 2 109. 1±1. 4
♀ 108. 2±1. 0 109. 1±1. 1 109. 3±1. 5∗ 109. 8±1. 0∗∗

注:与溶媒对照组比,∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01。 下表同。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. The same as below.
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表 3　 去壁灵芝孢子粉对幼龄大鼠尿液指标的影响(停药检查期)(􀭰x±s,n= 10)
Table 3　 Effects of wall-removed Ganoderma lucidum spore powder on urine indexes of juvenile rats (Drug withdrawal period)

各等级比例(%)
Ratio of each grade

检测指标
Test items

结果等级
Results classification 溶媒对照组

Control group
低剂量组

Low-dose group
中剂量组

Medium-dose group
高剂量组

High-dose group
􀳜 ♀ 􀳜 ♀ 􀳜 ♀ 􀳜 ♀

尿胆原(μmol / L)
URO

Normal 100 100 100 100 80 100 　 40∗∗ 100
1+ 0 0 0 0 20 0 60 0

胆红素(μmol / L)
BIL

Neg 100 100 100 100 90 100 　 40∗∗ 100
1+ 0 0 0 0 10 0 60 0

蛋白质(g / L)
Protein

Neg 90 100 30 80 30 80 　 0∗∗ 　 40∗

Trace 10 0 40 20 20 20 20 60
1+ 0 0 20 0 50 0 70 0
2+ 0 0 10 0 0 0 10 0

酮体(mmol / L)
KET

Neg 20 100 10 80 10 70 0 　 30∗∗

+- 80 0 60 20 60 30 80 70
1+ 0 0 30 0 30 0 20 0

白细胞(Leuko / μL)
LEU

Neg 　 0 70 　 0 30 0 　 10∗ 0 20
+- 60 30 20 60 30 70 20 80
1+ 40 0 40 10 50 20 70 0
2+ 0 0 40 0 20 0 10 0

比重
SG

<= 1. 005 20 80 　 0 10 20 50 　 0∗ 　 0∗∗

1. 01 50 0 20 0 0 10 0 10
1. 015 20 20 20 40 10 10 10 0
1. 02 10 0 30 40 10 20 0 10
1. 025 0 0 30 10 40 0 20 50

> = 1. 030 0 0 0 0 20 10 70 30

pH

5. 5 　 0 　 0 　 0 　 20∗ 10∗ 0 　 20∗∗ 30∗∗

6 10 0 20 60 60 20 70 60
6. 5 10 20 20 0 20 10 0 10
7 40 40 30 10 0 30 0 0

7. 5 40 30 30 10 10 40 0 0
8 0 10 0 0 0 0 10 0

维生素 C(mmol / L)
VC

0 100 100 70 40 80 70 　 10∗∗ 　 20∗∗

0. 6 0 0 30 50 10 20 70 60
1. 4 0 0 0 10 10 0 10 0
2. 8 0 0 0 0 0 10 10 20

微白蛋白(g / L)
MALB

Neg 　 0 70 　 0 10 0 20 0 0
0. 15 90 30 30 70 30 60 0 40
>0. 15 10 0 70 20 70 20 100 60

2. 5　 生长发育、激素及骨骼系统发育

　 　 去壁灵芝孢子粉各剂量组所有雄鼠龟皮分离

完成的时间段为 PND39 ~ PND46,所有雌鼠阴道张

开完成的时间段为 PND28 ~ PND36,与溶媒对照组

相比无显著性差异(P>0. 05),如表 4 所示。 各剂量

去壁灵芝孢子粉对雄鼠龟皮分离完成的时间、雌雄

大鼠的生长激素、性激素(睾酮、雌二醇)指标均未

见明显毒性影响;对雌雄大鼠的骨骼系统发育指标

(股骨长、骨密度)也未见明显毒性影响。
骨骼发育指标显示,除恢复期结束时高剂量组

雌鼠的股骨骨密度高于溶媒对照组(P<0. 01)外,其
余各剂量组雌雄大鼠的骨骼系统发育指标与溶媒

对照组均无显著性差异(P>0. 05)。 上述异常指标

波动幅度较小,且一般情况下骨密度小幅升高非毒

性表现,故考虑无明显毒理学意义。
激素检测结果显示,仅停药时低、中剂量组雄

鼠的血清雌二醇水平高于溶媒对照组(P<0. 05 或

P<0. 01),如表 5 所示,其余停药及恢复期各剂量组

雌雄大鼠的睾酮、雌二醇及生长激素水平与溶媒对

照组比较均无显著性差异(P>0. 05)。 上述异常指

标的波动无明显剂量-反应关系,且波动幅度较小,
结合统计学结果和生物学 /临床意义、实验室背景

数据、长期研究经验等其他各方面因素,考虑为无

毒理学意义的个体波动。
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2. 6　 去壁灵芝孢子粉对行为学的影响

　 　 改良 Irwin’ s 行为学评价结果显示(如表 6 所

示):给药中期检查的低剂量组“应激性发声”(20 / 32
只)、高剂量组“应激性发声”(19 / 32 只)的发生率高

于溶媒对照组(7 / 32 只)(P<0. 05 或 P<0. 01);给药

中期各剂量组其他指标,以及停药及恢复期结束时各

剂量组所有指标均与溶媒对照组无显著性差异(P>
0. 05)。 上述异常可能与试验前期幼龄大鼠年龄小及

对灌胃给药不适应引起的应激反应,且无明显剂量-
反应关系,考虑为无毒理学意义。

Morris 水迷宫实验结果显示(如表 7 所示),与
溶媒对照组相比,恢复期中、高剂量组雄鼠训练第 2
天的潜伏期时间缩短(P<0. 05),低、中、高剂量组雄

鼠及低、中剂量组雌鼠空间探索测定中目标象限内

时间百分比升高(P<0. 05 或 P<0. 01);停药及恢复

期结束时其余各剂量组雌雄鼠的潜伏期时间和空

间探索测定指标无明显变化。 上述结果提示各剂

量组大鼠可以用更短的时间找到平台或在目标象

限内的活动时间更多,可能为学习记忆能力增强而

非毒性表现;鉴于有明显的剂量-反应关系,考虑可

能为灵芝孢子粉的药理学作用表现。

表 6　 去壁灵芝孢子粉对幼龄大鼠改良 Irwin’s 行为指数的影响(发生次数 /总数)(􀭰x±s, n= 32)
Table 6　 Effect of wall-removed Ganoderma lucidum spore powder on the modified Irwin’s behavior index in juvenile rats

(Number of occurrences / total number)
检测指标
Test items

分类
Classification

溶媒对照组
Control group

低剂量组
Low-dose group

中剂量组
Medium-dose group

高剂量组
High-dose group

应激行为
Stress behavzior

发声
Vocalisation

排尿
Urination

排粪
Defecation

未发现
Not found 25 / 32 12 / 32∗ 21 / 32 13 / 32∗∗

应激性发声
Stress vocalization 7 / 32 20 / 32 11 / 32 19 / 32

未发现
Not found 32 / 32 30 / 32 32 / 32 31 / 32

应激性排尿
Stress urination 0 / 32 2 / 32 0 / 32 1 / 32

未发现
Not found 32 / 32 29 / 32 30 / 32 31 / 32

应激性排便
Stress defecation 0 / 32 3 / 32 2 / 32 1 / 32

2. 7　 对脏器重量和系数及组织病理学

　 　 如表 8 所示,停药时,高剂量组雌鼠的心脏、肝
重量高于溶媒对照组;恢复期结束时,低、中剂量组

雄鼠的胸腺重量及系数高于溶媒对照组,但波动幅

度均较小,且无明显剂量-反应关系,并未见相应的

病理学改变,故考虑无明显毒理学意义;各剂量组

雌雄鼠其余的脏器重量和系数未见明显变化。
病理学镜检结果显示,各组各脏器均未发现与

去壁灵芝孢子粉相关的组织病理学改变(主要脏器

见图 3)。

3　 讨论

　 　 儿童被认为容易受环境中药物或化学物质的

毒性影响,这是由于儿童机体的各器官系统仍处于

发育阶段,导致对药物的吸收、分布、代谢、排泄等方

面与成人不同,因而在计算儿童药量时不能简单的在

成人用药基础上推算,容易造成儿童用药错误[11-12],
医学史上也多次出现儿科用药不良反应[13-15],对此

　 　 　
表 4　 去壁灵芝孢子粉对幼龄大鼠性发育的影响

(􀭰x±s, n= 16)
Table 4　 Effects of wall-removed Ganoderma lucidum
spore powder on sexual development of juvenile rats

检测指标
Test items

溶媒对照组
Control
group

低剂量组
Low-dose
group

中剂量组
Medium-dose

group

高剂量组
High-dose

group

阴道张开
Vaginal opening

(PND)
32. 7±1. 4 31. 9±1. 7 32. 3±1. 0 31. 6±1. 8

包皮分离
Foreskin separation

(PND)
41. 3±1. 8 41. 6±1. 9 41. 3±1. 3 41. 9±1. 8

表 5　 去壁灵芝孢子粉对幼龄大鼠性
激素的影响(停药检查期)(􀭰x±s, n= 10)

Table 5　 Effects of wall-removed Ganoderma lucidum
spore powder on the sex hormones of juvenile rats

(Drug withdrawal period)

检测指标
Test items

性别
Sex

溶媒对照组
Control
group

低剂量组
Low-dose
group

中剂量组
Medium-dose

group

高剂量组
High-dose

group

雌二醇
E2

􀳜 4. 06±0. 93 5. 22±0. 39∗∗ 5. 00±0. 22∗4. 53±0. 33

♀ 5. 47±1. 28 5. 00±0. 43 5. 22±0. 52 4. 81±0. 35

睾酮
T

􀳜 2. 63±1. 84 3. 00±1. 67　 2. 41±0. 89　 3. 53±1. 58

♀ 0. 90±0. 16 0. 94±0. 07 0. 99±0. 15 0. 83±0. 10
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有必要开展幼龄动物非临床安全性评价。 幼龄动

物重复给药毒性实验是用于评价药物非临床安全

性的重要手段之一,对评估药物应用于临床后儿科

用药人群的不良反应具有重要意义[12,16]。 幼龄动

物实验已广泛应用于化学药物[17]、癌症药物[18]、环
境毒物[19]及各类中药[20-21] 等。 灵芝孢子粉已在大

量研究中被证实,具有提高免疫、抗肿瘤、护肝、抗
氧化等功效[3-4],在成人中已有很广泛的应用。 鉴

表 7　 去壁灵芝孢子粉对幼年大鼠水迷宫实验的影响(恢复期结束)(􀭰x±s, n= 6)
Table 7　 Effect of wall-removed Ganoderma lucidum spore powder on water maze test in juvenile rats (End of recovery period)

检测指标
Test items

性别
Sex

溶媒对照组
Control group

低剂量组
Low-dose group

中剂量组
Medium-dose group

高剂量组
High dose group

潜伏期
Incubation period

训练第 1 天潜伏期(s)
Training day 1

训练第 2 天潜伏期(s)
Training day 2

训练第 3 天潜伏期(s)
Training day 3

􀳜 30. 23±33. 38 22. 49±20. 49 35. 06±35. 96 25. 89±18. 92
♀ 27. 90±24. 89 27. 34±27. 28 12. 44±11. 68 24. 30±21. 69
􀳜 30. 82±31. 12 15. 25±15. 39 9. 51±9. 06∗ 11. 66±13. 11∗

♀ 24. 22±26. 56 19. 54±19. 68 15. 36±19. 73 21. 11±20. 08
􀳜 21. 20±28. 81 20. 99±24. 72 15. 49±14. 42 15. 71±15. 59
♀ 24. 12±24. 68 17. 49±18. 17 11. 98±18. 51 19. 51±18. 97

空间探索
Space exploration

经过平台次数
Number of platform passes

第一次经过平台的时间(s)
Time to first pass the platform
目标象限内时间百分比(%)

Percentage of time in target quadrant

􀳜 2. 00±1. 41 3. 33±2. 42 4. 83±2. 86 4. 83±1. 72
♀ 5. 17±2. 32 4. 67±1. 21 3. 67±2. 66 3. 33±1. 75
􀳜 42. 19±39. 17 18. 36±22. 24 12. 24±10. 67 20. 70±25. 02
♀ 22. 82±20. 95 19. 43±16. 15 41. 48±37. 35 21. 94±9. 13
􀳜 26. 40±7. 01 40. 17±14. 69∗ 42. 67±6. 86∗ 45. 93±12. 63∗∗

♀ 30. 32±9. 67 48. 33±11. 27 49. 88±12. 43 41. 63±14. 59

表 8　 去壁灵芝孢子粉对幼龄大鼠器官重量和系数的影响(􀭰x±s, n= 10)
Table 8　 Effects of wall-removed Ganoderma lucidum spore powder on organ weight and coefficient of juvenile rats
检测阶段

Detection phase
检测指标
Test items 性别 Sex 溶媒对照组

Control group
低剂量组

Low-dose group
中剂量组

Medium-dose group
高剂量组

High-dose group

停药检查
Drug withdrawal period

心脏重量(g)
Heart weight

心脏系数(%)
Heart coefficient

肝重量(g)
Liver weight
肝系数(%)

Liver coefficient
脾重量(g)
Spleen weight
脾系数(%)

Spleen coefficient
肾重量(g)

Kidney weight
肾系数(%)

Kidney coefficient

􀳜 1. 305±0. 084 1. 319±0. 097 1. 295±0. 107 1. 294±0. 123
♀ 0. 890±0. 077 0. 915±0. 093 0. 915±0. 067 0. 998±0. 086∗∗

􀳜 0. 376±0. 021 0. 368±0. 029 0. 364±0. 031 0. 371±0. 021
♀ 0. 391±0. 025 0. 412±0. 028 0. 397±0. 025 0. 418±0. 036
􀳜 11. 034±1. 491 11. 642±1. 910 11. 989±1. 802 11. 535±1. 275
♀ 7. 519±0. 712 7. 218±0. 476 7. 330±0. 672 8. 241±0. 601∗

􀳜 3. 161±0. 235 3. 218±0. 234 3. 357±0. 308 3. 306±0. 140
♀ 3. 298±0. 198 3. 258±0. 173 3. 179±0. 219 3. 446±0. 181
􀳜 0. 766±0. 109 0. 794±0. 081 0. 800±0. 095 0. 779±0. 073
♀ 0. 611±0. 111 0. 563±0. 058 0. 609±0. 066 0. 617±0. 052
􀳜 0. 220±0. 025 0. 221±0. 020 0. 225±0. 020 0. 225±0. 025
♀ 0. 267±0. 040 0. 253±0. 017 0. 264±0. 024 0. 258±0. 025
􀳜 2. 872±0. 227 3. 073±0. 404 3. 073±0. 307 3. 058±0. 261
♀ 1. 939±0. 212 1. 977±0. 132 2. 082±0. 149 2. 128±0. 192
􀳜 0. 826±0. 046 0. 853±0. 066 0. 863±0. 041 0. 879±0. 063
♀ 0. 849±0. 047 0. 892±0. 043 0. 904±0. 066 0. 889±0. 062

恢复期结束检查
End of recovery period

心脏重量(g)
Heart weight

心脏系数(%)
Heart coefficient

肝重量(g)
Liver weight
肝系数(%)

Liver coefficient
脾重量(g)
Spleen weight
脾系数(%)

Spleen coefficient
肾重量(g)

Kidney weight
肾系数(%)

Kidney coefficient
胸腺重量(g)
Thymus weight
胸腺系数(%)

Thymus coefficient

􀳜 1. 151±0. 093 1. 627±0. 240 1. 500±0. 077 1. 555±0. 180
♀ 0. 975±0. 056 1. 159±0. 236 0. 971±0. 064 1. 102±0. 120
􀳜 0. 356±0. 018 0. 350±0. 046 0. 352±0. 050 0. 352±0. 018
♀ 0. 368±0. 027 0. 449±0. 110 0. 366±0. 019 0. 399±0. 031
􀳜 11. 665±1. 460 12. 982±2. 520 11. 596±1. 648 12. 701±1. 879
♀ 7. 905±1. 123 7. 842±0. 705 7. 847±0. 662 8. 519±0. 624
􀳜 2. 727±0. 142 2. 772±0. 349 2. 687±0. 144 2. 865±0. 104
♀ 2. 961±0. 217 3. 019±0. 262 2. 957±0. 147 3. 083±0. 134
􀳜 0. 790±0. 115 0. 876±0. 135 0. 795±0. 072 0. 784±0. 117
♀ 0. 622±0. 049 0. 629±0. 067 0. 625±0. 111 0. 663±0. 104
􀳜 0. 185±0. 016 0. 188±0. 022 0. 188±0. 035 0. 177±0. 017
♀ 0. 236±0. 032 0. 242±0. 021 0. 236±0. 038 0. 239±0. 026
􀳜 3. 143±0. 353 3. 407±0. 593 3. 183±0. 299 3. 252±0. 401
♀ 2. 017±0. 269 2. 024±0. 181 2. 109±0. 158 2. 180±0. 154
􀳜 0. 735±0. 033 0. 731±0. 118 0. 742±0. 066 0. 735±0. 025
♀ 0. 755±0. 027 0. 778±0. 033 0. 796±0. 050 0. 790±0. 053
􀳜 0. 350±0. 052 0. 529±0. 066∗∗ 0. 503±0. 099∗∗ 0. 434±0. 067
♀ 0. 394±0. 077 0. 406±0. 069 0. 394±0. 105 0. 420±0. 089
􀳜 0. 082±0. 015 0. 115±0. 025∗ 0. 118±0. 028∗ 0. 100±0. 022
♀ 0. 149±0. 030 0. 156±0. 021 0. 148±0. 037 0. 152±0. 028
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图 3　 停药检查时溶媒对照组和

高剂量组幼龄大鼠各重要脏器病理学图片(HE 染色)
Figure 3　 Histopathological images of important organs of
juvenile SD rats in control group and high-dose group at the

time of drug withdrawal(HE staining)

于目前尚未见灵芝孢子粉在儿童及幼龄动物安全

性方面的相关报道,本研究考察评估了去壁灵芝孢

子粉对幼龄动物的重复给药毒性及发育相关毒性,
为临床用于儿童提供安全性参考依据。

近年来,欧美国家开展不断完善相关指导原

则,推动了儿科药物的开发[22],如国际人用药品注

册 技 术 协 调 委 员 会 ( International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use,ICH)于 2020 年 3 月

31 日颁布了《 ICH S11 协调指导原则:支持儿科药

物开发的非临床安全性评价》 [23]。 在幼龄动物试验

中,需要关注特殊的靶器官和指标,包括中枢神经

系统、生殖功能、性发育标志等[24]。 与化学药相比,
中药非临床安全性评价中,应针对适应症及其处方

组成和特性进行设计,加强激素水平检测,采用已

知的临床提示指标并开展毒代动力学研究[24]。 同

时,在选择实验动物种属时还应考虑到发育毒性研

究中所关注的机体器官系统与目标儿科人群经历

同一阶段或相似的发育过程[25-26],根据 ICH S11 指

导原则,一般首选啮齿类动物(多选用大鼠) [27]。
此外,非临床安全性评价可评估儿科药物对实验动

物毒性反应(发育毒性)、剂量与毒性效应的关系、
主要毒性靶器官、毒性反应是否可逆、能否很好地

预测药物对人体的不良反应等,为临床安全用药的

剂量设计提供参考依据,对开展相应临床研究具有

一定的风险提示[28]。
在幼龄动物毒性实验设计中,幼龄动物的起始

给药年龄及给药期限的选择需满足支持评估相应

临床应用的儿童年龄范围及治疗周期。 本实验主

要为了预测 2 岁以上儿童服用去壁灵芝孢子粉可能

产生的不良反应,基于各主要系统发育阶段的跨种

属年龄对比,大鼠 PND21 ~ 45 d 相当于人类的儿童

期(2 ~ 12 岁) [25],故本研究幼龄大鼠选择 PND24
(约对应 2 岁儿童)开始给药至 PND65(相当于已成

年),此年龄段的大鼠发育阶段覆盖 2 岁儿童至成

年的发育阶段,足以支持 2 岁以上儿童的临床实验

及临床应用。 根据临床拟用剂量为每人每次 2 克,
用 Meeh-Rubner 体表面积计算公式进行剂量换算

(以 2 岁儿童 12 kg 体重、幼龄大鼠 80 g 体重计),幼
龄大鼠等效剂量约为 0. 76 g / kg,故取整以 0. 8 g / kg
作为本试验的低剂量,即相当于幼龄大鼠的临床等

效剂量;高剂量选择最大合适给药浓度 0. 4 g / mL 及

最大给药体积 10 mL / kg),即 4. 0 g / kg;而中剂量等

比设置 1. 8 g / kg。
本实验结果显示,幼龄 SD 大鼠(PND24)连续

4 周(PND24 ~ PND65)重复经口给予去壁灵芝孢子

粉(最高达 4. 0 g / kg)后,一般反应(临床症状)、体
重、摄食、性征发育、行为学、血液学、血清生化学、
眼科、生长激素、性激素、骨骼系统发育、免疫学、组
织病理学等指标均未见明显毒性影响,提示预测去

壁灵芝孢子粉在儿童中应用无明显安全性担忧。
实验中行为学检测是为了评价给药后潜在的

中枢神经系统发育影响及长期神经毒性[24]。 Morris
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水迷宫是应用最广泛的研究和评价动物空间学习

记忆能力的经典行为学实验[29];在 5 种迷宫中

(Morris 水迷宫、Y 迷宫、八臂迷宫、T 迷宫、Barnes
迷宫),Morris 水迷宫准确性更高[30],且已被应用于

药物毒理学[31] 和药物对学习记忆障碍的改善研

究[32-33]以及对啮齿类动物神经认知疾病模型的验

证和神经认知治疗可行性的评估[34] 等。 在本研究

Morris 水迷宫试验结果显示,停药 4 周后各剂量组

大鼠可以用更短的时间找到平台或在目标象限内

的活动时间更多,提示学习记忆能力增强,并且有

明显的剂量-反应关系,考虑不排除可能为灵芝孢

子粉的药理学作用表现。
综上所述,幼龄 SD 大鼠连续 4 周( PND24 ~

PND65)重复经口给药毒性试验中,去壁灵芝孢子粉

对幼龄 SD 大鼠未见明显一般毒性及发育毒性影

响,NOAEL 确定为 4. 0 g / kg(相当于 80 g 幼龄大鼠

临床等效剂量的 5 倍,200 g 大鼠等效剂量的 6. 6
倍),提示预测去壁灵芝孢子粉在儿童应用中无明

显安全性担忧,为去壁灵芝孢子粉应用于儿科提供

科学参考依据;同时本试验提示去壁灵芝孢子粉可

能具有提高学习记忆能力作用。
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临床前研究中的癌症模型:癌症研究进展回顾

癌症是当今威胁人类健康最可怕的疾病之一,每年在全球范围内造成近 800 万人死亡。 最新统计数据

显示恶性肿瘤已成为世界上主要的致死性疾病之一。 可靠且具有代表性的癌症模型在肿瘤学研究中起着

关键性作用。 然而,癌症并不是具有单一特征的疾病,而是一种具有遗传异质性的系统性疾病。 如何选择

反映肿瘤系统的最优模型一直是肿瘤研究所要面对的主要困难之一。
目前科学家们对癌症模型进行了大量研究,以进一步了解癌症的扩散、发展等机制和早期检测方法。

这些模型为深入研究肿瘤的病因学、分子基础、与宿主相互作用、微环境对肿瘤的影响以及肿瘤的异质性在

肿瘤转移中的作用提供了帮助。 这些模型也被用于预测新的癌症标记物、靶向治疗以及药物研发。 来自巴

基斯坦真纳大学的 Muhammad Zia 团队在综述中探讨了癌症模型在药物筛选和治疗方法研究中的重要作

用,癌症模型的建立为癌症治疗带来了更光明的前景。
本文介绍了不同种类的癌症模型,例如增殖快、易于监控的癌细胞系,可以模拟体内微环境和肿瘤异质

性类器官癌症模型、人源化肿瘤异体移植小鼠模型( patient-derived xenografts,PDXs)、基因编辑小鼠模型

(enetically engineered mouse models,GEMMs)果蝇模型、猪模型、斑马鱼模型和以基因组学为基础的计算模

型等。
本文同时讨论了现有癌症模型的不足:细胞系难以模仿真实的体内环境;PDX 模型由于使用免疫缺陷

小鼠,不能研究免疫调控对肿瘤的影响;GEMM 模型价格昂贵,同时难以分析复杂基因调控的肿瘤影响;其
他动物模型也存在着饲养困难、与人类存在解剖学差异等问题;现有的计算模型也不足以完全模拟复杂肿

瘤的发生发展过程。
这些体内、体外和计算模型能够帮助研究人员搜集分析相关数据,为癌症研究提供帮助。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学〈英文〉》期刊(Animal Model & Experimental Medicine, 2021, 4:

87-103.)
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