第二十四章 功能性食品的评价

本章要点

1.功能性食品毒理学评价的基本内容

2.功能食品的功能学评价
功能性食品的评价包括毒理学评价、功能学评价和卫生学评价。卫生学评价报告同普通食品的相同，因此对功能食品的毒理学评价和功能学评价则成为对功能食品评价的关键内容。

第一节  毒理学评价

对功能食品的毒理学评价是确保人群食用安全的前提，应严格按照卫生部《食品安全性毒理学评价程序和方法》进行，主要评价食品生产、加工、保藏、运输和销售过程中使用的化学和生物物质以及在这些过程中产生和污染的有害物质、食物新资源及其成分和新资源食品。对于功能食品及功效成分必须进行《食品安全性毒理学评价程序和方法》中规定的第一、二阶段的毒理学试验，并依据评判结果决定是否进行三、四阶段的毒理学试验。若功能食品的原料选自普通食品原料或已批准的药食两用原料则不再进行试验。
一、食品安全性毒理学评价试验的四个阶段与试验原则

（一）试验的四个阶段
第一阶段：急性毒性试验，包括经口急性毒性（LD50）和联合急性毒性。
第二阶段：遗传毒性试验、传统致畸试验、短期喂养试验。
第三阶段：亚慢性毒性试验（90天喂养试验）、繁殖试验和代谢试验。 
第四阶段：慢性毒性实验（包括致癌试验）。 
（二）试验原则

功能食品特别是功效成分的毒理学评价可参照下列原则进行：

1.凡属我国创新的物质一般要求进行四个阶段的试验。特别是对其中化学结构提示有慢性毒性、遗传毒性或致癌性可能者或产量大、使用范围广、摄入机会多者，必须进行全部四个阶段的毒性试验。 
    2.凡属与已知物质（指经过安全性评价并允许使用者）的化学结构基本相同的衍生物或类似物，则根据第一、二、三阶段毒性试验结果判断是否需进行第四阶段的毒性试验。 
    3.凡属已知的化学物质，世界卫生组织已公布每人每日容许摄入量（ADI），同时又有资料证明我国产品的质量规格与国外产品一致，则可先进行第一、二阶段毒性试验，若试验结果与国外产品的结果一致，一般不要求进行进一步的毒性试验，否则应进行第三阶段毒性试验。
4.食品新资源及其食品原则上应进行第一、二、三个阶段毒性试验，以及必要的人群流行病学调查。必要时应进行第四阶段试验。若根据有关文献资料及成分分析，未发现有或虽有但量甚少，不至构成对健康有害的物质，以及较大数量人群有长期食用历史而未发现有害作用的天然动植物（包括作为调料的天然动植物的粗提制品）可以先进行第一、二阶段毒性试验，经初步评价后，决定是否需要进行进一步的毒性试验。
5.凡属毒理学资料比较完整，世界卫生组织已公布日许量或不需规定日许量者，要求进行急性毒性试验和一项致突变试验，首选Ames试验或小鼠骨髓微核试验。 
    6.凡属有一个国际组织或国家批准使用，但世界卫生组织未公布日许量，或资料不完整者，在进行第一、二阶段毒性试验后作初步评价，以决定是否需进行进一步的毒性试验。
    7.对于由天然植物制取的单一组分，高纯度的添加剂，凡属新产品需先进行第一、二、三阶段毒性试验，凡属国外已批准使用的，则进行第一、二阶段毒性试验。
8.凡属尚无资料可查、国际组织未允许使用的，先进行第一、二阶段毒性试验，经初步评价后，决定是否需进行进一步试验。
二、食品毒理学评价试验的目的与试验内容
1.第一阶段的急性毒性试验
目的：通过测定获得LD50（半致死剂量），了解受试物的毒性强度、性质和可能的靶器官，为进一步进行毒性试验的剂量和毒性判定指标的选择提供依据。
试验内容：口急性毒性（LD50）试验、联合急性毒性试验。
2.第二阶段的遗传毒性试验、传统致畸试验、短期喂养试验
目的：

（1）遗传毒性试验
对受试物的遗传毒性以及是否具有潜在致癌作用进行筛选。
（2）传统致畸试验
了解受试物对胎仔是否具有致畸作用。
（3）短期喂养试验
对只需进行第一、二阶段毒性试验的受试物，在急性毒性试验的基础上，通过短期（30d）喂养试验，进一步了解其毒性作用，并可初步估计最大无作用剂量。
试验内容：

（1）细菌致突变试验：鼠伤寒沙门氏菌/哺乳动物微粒体酶试验（Ames试验）为首选项目，必要时可另选和加选其他试验。 
    （2）小鼠骨髓微核率测定或骨髓细胞染色体畸变分析 
    （3）小鼠精子畸形分析和睾丸染色体畸变分析 
    3.第三阶段：亚慢性毒性试验（90天喂养试验）、繁殖试验和代谢试验。 
    目的：观察受试物以不同剂量水平经较长期喂养后对动物的毒性作用性质和靶器官，并初步确定最大作用剂量；了解受试物对动物繁殖及对仔代的致畸作用，为慢性毒性和致癌试验的剂量选择提供依据。
试验内容：

90d喂养试验
繁殖试验
代谢试验：了解受试物在体内的吸收、分布和排泄速度以及蓄积性，寻找可能的靶器官；为选择慢性毒性试验的合适动物种系提供依据；了解有无毒性代谢产物的形成。 
    4.第四阶段：慢性毒性试验（包括致癌试验）
目的：了解经长期接触受试物后出现的毒性作用，尤其是进行性或不可逆的毒性作用以及致癌作用；最后确定最大无作用剂量，为受试物能否应用于食品的最终评价提供依据。 
三、食品毒理学试验结果的判定 

（一）急性毒性试验 

如LD50剂量小于人的可能摄入量的10倍，则放弃该受试物用于食品，不再继续其他毒理学试验。如大于10倍者，可进入下一阶段毒理学试验。凡LD50在人的可能摄入量的10倍左右时，应进行重复试验，或用另一种方法进行验证。 
    （二）遗传毒性试验 
    根据受试物的化学结构、理化性质以及对遗传物质作用终点的不同，并兼顾体外和体内试验以及体细胞和生殖细胞的原则，在鼠伤寒沙门氏菌/哺乳动物微粒体酶试验（Ames试验）、小鼠骨髓微核率测定、骨髓细胞染色体畸变分析、小鼠精子畸形分析和睾丸染色体畸变分析试验中选择四项试验，根据以下原则对结果进行判断。 如其中三项试验为阳性，则表示该受试物很可能具有遗传毒性作用和致癌作用，一般应放弃该受试物应用于食品；毋需进行其他项目的毒理学试验。如其中两项试验为阳性，而且短期喂养试验显示该受试物具有显著的毒性作用，一般应放弃该受试物用于食品；如短期喂养试验显示有可疑的毒性作用，则经初步评价后，根据受试物的重要性和可能摄入量等，综合权衡利弊再作出决定。 如其中一项试验为阳性，则再选择V79/HGPRT基因突变试验、显性致死试验果蝇伴性隐性致死试验，程序外DNA修复合成（UDS）试验中的两项遗传毒性试验。如再选的两项试验均为阳性，则无论短期喂养试验和传统致畸试验是否显示有毒性与致畸作用，均应放弃该受试物用于食品；如有一项为阳性，而在短期喂养试验和传统致畸试验中未见有明显毒性与致畸作用，则可进入第三阶段毒性试验。 如四项试验均为阴性，则可进入第三阶段毒性试验。 
    （三）短期喂养试验 
    在只要求进行两阶段毒性试验时，若短期喂养试验未发现有明显毒性作用，综合其他各项试验即可作出初步评价；若试验中发现有明显毒性作用，尤其是有剂量-反应关系时，则考虑进一步的毒性试验。 
（四）90d喂养试验、繁殖试验、传统致畸试验 
根据三项试验中所采用的最敏感指标所得的最大无作用剂量进行评价，最大无作用剂量小于或等于人的可能摄入量的100倍者表示毒性较强，应放弃该受试物用于食品。最大无作用剂量大于100倍而小于300倍者，应进行毒性试验。 大于或等于300倍者则不必进行慢性毒性试验，可进行安全性评价。
（五）慢性毒性（包括致癌）试验
根据慢性毒性试验所得的最大无作用剂量进行评价，最大无作用剂量小于或等于人的可能摄入量的50倍者，表示毒性较强，应放弃该受试物用与食品。最大无作用剂量大于50倍而小于100倍者，经安全性评价后，决定该受试物可否用于食品。最大无作用剂量大于或等于100倍者，则可考虑允许使用于食品。 
新资源食品、复合配方的饮料等在试验中，若试样的最大加入量（一般不超过饲料的5%）或液体试样最大可能的浓缩物加入量仍不能达到最大无作用剂量为人的可能摄入量的规定倍数时，则可以综合其他的毒性试验结果和实际食用或饮用量进行安全性评价。
四、食品安全性评价时需要考虑的因素 
（一）人的可能摄入量
除一般人群的摄入量外，还应考虑特殊和敏感人群（如儿童、孕妇及高摄入量人群）。
（二）人体资料
由于存在着动物与人之间的种族差异，在将动物试验结果推论到人时，应尽可能收集人群接触受试物后反应的资料，如职业性接触和意外事故接触等。志愿受试者体内的代谢资料对于将动物试验结果推论到人具有重要意义。在确保安全的条件下，可以考虑按照有关规定进行必要的人体试食试验。
（三）动物毒性试验和体外试验资料
各项动物毒性试验和体外试验系统虽然仍有待完善，却是目前水平下所得到的最重要的资料，也是进行评价的主要依据。在试验得到阳性结果，而且结果的判定涉及到受试物能否应用于食品时，需要考虑结果的重要性和剂量-反应关系。 
（四）安全系数
由动物毒性试验结果推论到人时，鉴于动物、人的种属和个体之间的生物特性差异，一般采用安全系数的方法，以确保对人的安全性。安全系数通常为100倍，但可根据受试物的理化性质、毒性大小、代谢特点、接触的人群范围、食品中的使用量及使用范围等因素，综合考虑增大或减小安全系数。
（五）代谢试验的资料
代谢研究是对化学物质进行毒理学评价的一个重要方面，因为不同化学物质、剂量大小，在代谢方面的差别往往对毒性作用影响很大。在毒性试验中，原则上应尽量使用与人具有相同代谢途径和模式的动物种系来进行试验。研究受试物在实验动物和人体内吸收、分布、排泄和生物转化方面的差别，对于将动物试验结果比较正确地推论到人具有重要意义。
（六）综合评价
在进行最后评价时，必须在受试物可能对人体健康造成的危害以及其可能的有益作用之间进行权衡。评价的依据不仅是科学试验资料，而且与当时的科学水平、技术条件，以及社会因素有关。因此，随着时间的推移，很可能结论也不同。随着情况的不断改变，科学技术的进步和研究工作的不断进展，对已通过评价的化学物质需进行重新评价，作出新的结论。
第二节 功能食品的功能学评价

对功能食品进行功能学评价是功能食品科学研究的核心内容，主要针对功能食品所宣称的生理功效进行动物学甚至是人体试验。本节将评价功能食品的统一程序和试验规程。

一、功能学评价的基本要求
（一）对受试样品的要求
1.应提供受试样品的原料组成或尽可能提供受试样品的物理、化学性质（包括化学结构、纯度、稳定性等）有关资料。
2.受试样品必须是规格化的定型产品，即符合既定的配方、生产工艺及质量标准。
3.提供受试样品的安全性毒理学评价的资料以及卫生学检验报告，受试样品必须是已经过食品安全性毒理学评价确认为安全的食品。功能学评价的样品与安全性毒理学评价、卫生学检验的样品必须为同一批次（安全性毒理学评价和功能学评价实验周期超过受试样品保质期的除外）。
4.应提供功效成分或特征成分、营养成分的名称及含量。
5.如需提供受试样品违禁药物检测报告时，应提交与功能学评价同一批次样品的违禁药物检测报告。
（二）对实验动物的要求
1.根据各项实验的具体要求，合理选择实验动物。常用大鼠和小鼠，品系不限，推荐使用近交系动物。
2.动物的性别、年龄依实验需要进行选择。实验动物的数量要求为小鼠每组10～15只（单一性别），大鼠每组8～12只（单一性别）。
3. 动物应符合国家对实验动物的有关规定。
（三）对给受试样品剂量及时间的要求
1.各种动物实验至少应设3个剂量组，另设阴性对照组，必要时可设阳性对照组或空白对照组。剂量选择应合理，尽可能找出最低有效剂量。在3个剂量组中，其中一个剂量应相当于人体推荐摄入量（折算为每公斤体重的剂量）的5倍（大鼠）或10倍（小鼠），且最高剂量不得超过人体推荐摄入量的30 倍（特殊情况除外），受试样品的功能实验剂量必须在毒理学评价确定的安全剂量范围之内。
2.给受试样品的时间应根据具体实验而定，一般为30天。当给予受试样品的时间已达30天而实验结果仍为阴性时，则可终止实验。　　
（四）对受试样品处理的要求
1.受试样品推荐量较大，超过实验动物的灌胃量、掺入饲料的承受量等情况时，可适当减少受试样品的非功效成分的含量。
2.对于含乙醇的受试样品，原则上应使用其定型的产品进行功能实验，其三个剂量组的乙醇含量与定型产品相同。如受试样品的推荐量较大，超过动物最大灌胃量时，允许将其进行浓缩，但最终的浓缩液体应恢复原乙醇含量，如乙醇含量超过15％，允许将其含量降至 15％。调整受试样品乙醇含量应使用原产品的酒基。
3.液体受试样品需要浓缩时，应尽可能选择不破坏其功效成分的方法。一般可选择60～70℃减压进行浓缩。浓缩的倍数依具体实验要求而定。
4.对于以冲泡形式饮用的受试样品（如袋泡剂），可使用该受试样品的水提取物进行功能实验，提取的方式应与产品推荐饮用的方式相同。如产品无特殊推荐饮用方式，则采用下述提取的条件：常压，温度80～90℃，时间30～60分钟，水量为受试样品体积的10倍以上，提取2次，将其合并浓缩至所需浓度。
（五）对给受试样品方式的要求
必须经口给予受试样品，首选灌胃。如无法灌胃则加入饮水或掺入饲料中，计算受试样品的给予量。
（六）对合理设置对照组的要求 
以载体和功效成分（或原料）组成的受试样品，当载体本身可能具有相同功能时，应将该载体作为对照。
（七）人体试食试验规程
评价食品保健作用时要考虑的因素
1.人的可能摄入量
除一般人群的摄入量外，还应考虑特殊的和敏感的人群(如儿童、孕妇及高摄入量人群)。
2.人体资料
由于存在动物与人之间的种属差异、在将动物试验结果外推到人时，应尽可能收集人群服用受试物的效应资料，若体外或体内动物试验未观察到或不易观察到食品的保健效应或观察到不同效应，而有关资料提示对人有保健作用时，在保证安全的前提下，应进行必要的人体试食试验。 
3. 结果的重复性和剂量反应关系
在将评价程序所列试验的阳性结果用于评价食品的保健作用时，应考虑结果的重复性和剂量反应关系，并由此找出其最小有作用剂量。
二、试验项目、试验原则及结果判定
   (一) 免疫调节作用
1.试验项目
（1）动物试验

①脏器/体重比值
a.胸腺/体重比值　　
b.脾脏/体重比值
②细胞免疫功能测定
a.小鼠脾淋巴细胞转化实验　
b.迟发型变态反应
③体液免疫功能测定
a.抗体生成细胞检测　
b.血清溶血素测定
④单核－巨噬细胞功能测定：

a.小鼠碳廓清试验
b.小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验
⑤ NK细胞活性测定
（2）人体试食试验
①细胞免疫功能测定　　
外周血淋巴细胞转化试验
②体液免疫功能试验　
单向免疫扩散法测定IgG、IgA、IgM
③非特异性免疫功能测定　　
吞噬与杀菌试验
④NK细胞活性测定
2.试验原则
  要求选择一组能够全面反映免疫系统各方面功能的试验，其中细胞免疫、体液免疫和单核——巨噬细胞功能三个方面至少各选择1种试验，在确保安全的前提下尽可能进行人体试食试验。 
3.结果判定
在一组试验中，受试物对免疫系统某方面的试验具有增强作用而对其他试验无抑制作用，可以判定该受试物具有该方面的免疫调节效应；对任何一项免疫试验具有抑制作用可判定该受试物具有免疫抑制效应。
在细胞免疫功能、体液免疫功能、单核－巨噬细胞功能及NK细胞功能检测中，如有两个以上(含两个)功能检测结果阳性，即可判定该受试物具有免疫调节作用。
（二）延缓衰老作用
1.试验项目
（1）动物试验
①生存试验
a.小鼠生存试验
b.大鼠生存试验
c.果蝇生存试验
②过氧化脂质含量测定
a.血(或组织)中过氧化脂质降解产物丙二醛(MDA)含量测定
组织中脂褐质含量测定
③抗氧化活力测定
a.血(或组织)中超氧化物歧化酶(SOD)活力测定
b.血(或组织)中谷胱甘肽过氧化物酶(GSH－PX )活力测定
（2）人体试食试验
血中过氧化脂质降解产物丙二醛(MDA)含量测定
血中超氧化物歧化酶(SOD)活力测定
血中谷胱甘肽过氧化物酶(GSH－PX)活力测定

2.试验原则

衰老机制比较复杂，迄今尚无一种公认的衰老机制学说，因而无单一、简便、实用的衰老指标可供应用，应采用尽可能多的试验方法，以保证试验结果的可信性。动物试验，除上述生存试验，过氧化脂质含量测定、抗氧化酶活力测定3个方面各选一项必做外，可能时应多选择一些指标(如脑、肝组织中单胺氧化酶(MAO-B)活力测定等)加以辅助。生存试验是最直观、最可靠的实验方法，果蝇具有自下而上期短，繁殖快，饲养简便等优点，通常多选果蝇作生存试验，但果蝇种系分类地位与人较远，故必须辅助过氧化脂质含量测定及抗氧化活力测定才能判断是否具有延缓衰老作用。生化指标测定应选用老龄鼠，除设老龄对照外，最好同时增设少龄对照，以比较受试物抗氧化的程度，必要时可将动物试验与人体试食试验相结合综合评价。
3.结果判定
若大鼠或小鼠生存试验为阳性，即可判定该受试物具有延缓衰老的作用。
若果蝇生存试验、过氧化脂质和抗氧化酶三项指标均为阳性，即可判定该受试物具有延缓衰老的作用。
若过氧化脂质和抗氧化酶两项为阳性，可判定该受试物具有抗氧化作用，并提示可能具有延缓衰老作用。
（三）改善记忆作用
1.试验项目

（1）动物试验
①跳台试验
②避暗试验
③穿梭箱试验
④水迷宫试验
（2）人体试食试验
①韦氏记忆量表
②临床记忆量表
2.试验原则
（1）试验应通过训练前、训练后及重测验前3种不同的给予受试物方法观察其对记忆全过程的影响。
（2）应采用一组(2个以上)行为学试验方法，以保证实验结果的可靠性。
（3）人体试食试验为必做项目，并应在动物试验有效的前提下进行。
（4）除上述试验项目外，还可以选用嗅觉厌恶试验、味觉厌恶试验、操作式条件反射试验，连续强化程序试验、比率程序试验、间隔程序试验。
3.结果判定
　　动物试验2项或2项以上的指标为阳性，且2次或2次以上的重复测试结果一致，可以认为该受试物具有改善该类动物记忆作用；
人体试食试验结果阳性，则可认为该受试物具有改善人体记忆作用。
（四）促进生长发育作用
1.试验项目
本功能试验研究是以动物学试验为研究基础

（1）胎仔情况
包括活胎数、雌雄比例、死胎数、分娩胎仔总数。
（2）体重及食物利用率
记录出生时及生后4、7、14、21、30、60d幼鼠的体重，计算断乳后幼鼠的食物利用率。
（3）生理发育指标
记录耳廓分离、门齿萌出、开眼、长毛时间、阴道开放、睾丸下降时间。
（4）神经反射指标
平面翻正、前肢抓力、悬崖回避、嗅觉定位、听觉警戒、负趋地性、回旋运动、视觉发育、空中翻正、游泳发育。 
2.试验原则
（1）给受试物的时间可根据具体情况选择在母鼠孕期或哺乳期至成年期。
（2）在神经反射指标中应选择一组(5个以上)的行为学试验方法，以保证结果的可靠性。
3.结果判定
在胎仔情况、体重及食物利用率、生理发育、神经反射4类指标中有3类以上(含3类)指标为阳性，可认为受试物有促进生长发育的作用。
（五）抗疲劳作用
本功能试验研究是以动物学试验为研究基础

1.试验项目
（1）运动试验

a.负重游泳试验
b.爬杆试验
（2）生物化学指标测定

a.血乳酸含量 

b.血清尿素氮含量

c.肝/肌糖原比值测定
2.试验原则
运动试验与生化指标检测相结合。在进行游泳或爬杆试验前，动物应进行初筛。除以上生化指标外，还可检测血糖、乳酸脱氢酶、血红蛋白以及磷酸肌酸等指标。
3.结果判定
若1项以上(含1项)运动试验和2项以上(含2项)生化指标为阳性，即可以判断该受试物具有抗疲劳作用。
（六）减肥作用
1.减肥原则
（1）减除体现人多余的脂肪，不单纯以减轻体重为标准。
（2）每日营养素的摄入量应基本保证机体正常生命活动的要求。
（3）对机体健康无明显损害。
2.试验项目
（1）动物试验（首先建立动物肥胖模型）

体重测定

体内脂肪重量测定

（2）人体试食试验
主要测定指标：体重、体重指数、腰围、腹围、臀围、体内脂肪含量。

3.试验原则
在进行减肥试验时，除上述指标必测外，还应进行机体营养状况检测，运动耐力测试以及与健康有关的其它指标的观察。该功能的人体试食试验为必做项目，动物试验与人体试食试验相结合，综合进行评价。
4.结果判定
在动物试验中，体重及体内脂肪重量2个指标均阳性，并且对机体健康无明显损害，即可初步判定该受试物具有减肥作用。
  在人体试食试验中，体内脂肪量显著减少，且对机体健康无明显损害，可判定该受试物具有减肥作用。
（七）耐缺氧作用
本功能试验研究是以动物学试验为研究基础

1.试验项目

小鼠常压耐缺氧实验
2.结果判定

耐缺氧实验阳性，说明该受试物具有耐缺氧作用。
（八）抗辐射作用
本功能试验研究是以动物学试验为研究基础

1.试验项目
（1）亚急性试验
1 30天存活率或平均存活时间
2 白细胞总数
（2）亚慢性或慢性试验
1 小鼠睾丸染色体畸变试验
2 小鼠骨髓细胞微核试验
2.试验原则
较高剂量一次辐射，选择亚急性试验；小剂量多次辐射，选择亚慢性或慢性试验。
3.结果判定
亚急性试验项目中2项结果为阳性，则可判定该受试物对较高剂量一次辐射有拮抗作用。 
    亚慢性或慢性试验中2项结果为阳性，则可判定该受试物对小剂量多次辐射有拮抗作用。
   （九）抗突变作用
1.试验项目
(1) Ames试验或V79细胞基因突变试验

(2) 小鼠骨髓细胞微核试验

(3) 小鼠睾丸染色体畸变试验
2.试验原则
Ames试验与V79细胞基因突变试验任选一项，采用体内与体外试验相结合的原则。
3.结果判定
抗突变三项试验中有两项为阳性时，则可判定该受试物具有抗突变作用。
（十）抑制肿瘤作用
1.试验项目
(1) 动物诱发性肿瘤试验
(2) 动物移植性肿瘤试验
(3) 免疫功能试验
1 NK细胞活性测定

2 单核－巨噬细胞功能测定
2.试验原则
动物诱发性肿瘤试验及动物移植性肿瘤试验两项中任选一项，同时必做2项免疫功能试验
3.结果判定
动物诱发性肿瘤试验及动物移植性肿瘤试验两项试验中有一项为阳性，并且对免疫功能无抑制作用，则可判定该受试物具有抑制肿瘤的作用。
（十一）辅助降血脂
1.试验项目
（1）动物实验 

①体重
②血清总胆固醇
③甘油三酯
④高密度脂蛋白胆固醇
（2）人体试食试验
①血清总胆固醇
②甘油三酯
③高密度脂蛋白胆固醇
2.试验原则
（1）动物实验和人体试食试验所列指标均为必测项目。
（2）动物实验选用脂代谢紊乱模型法，预防性或治疗性任选一种。用高胆固醇和脂类饲料喂养动物可形成酯代谢紊乱动物模型，再给予动物受试样品或同时给予受试样品，可检测受试样品对高脂血症的影响，并可判定受试样品对脂质的吸收、脂蛋白的形成、脂质的降解或排泄产生的影响。
（3）在进行人体试食试验时，应对受试样品的食用安全性作进一步的观察后进行。选择单纯血脂异常的人群，保持平常饮食，半年内采血2次，如两次血清总胆固醇（TC）均为5.2~6.24mmol/L或血清甘油三酯（TG）1.65~2.2mmol/L，均可作为备选对象，受试者最好为非住院的高血脂症患者，自愿参加试验。受试期间保持平日的生活和饮食习惯，空腹取血测定各项指标。但年龄在18岁以下或65岁以上者、妊娠或哺乳期妇女、对功能食品过敏者、合并有心、肝、肾和造血系统等严重疾病、精神病患者、短期内服用与受试功能有关的物品，影响到对结果的判断者、未按规定食用受试样品，无法判定功效或资料不全影响功效或安全性判断者不可作为人体试食试验对象。
3.结果判定

（1）动物实验
①辅助降血脂结果判定
在血清总胆固醇、甘油三酯、高密度脂蛋白胆固醇三项指标检测中血清总胆固醇和甘油三酯二项指标阳性，可判定该受试样品辅助降血脂动物实验结果阳性。
②辅助降低甘油三酯结果判定
甘油三酯二个剂量组结果阳性；甘油三酯一个剂量组结果阳性，同时高密度脂蛋白胆固醇结果阳性，可判定该受试样品辅助降低甘油三酯动物实验结果阳性。
③辅助降低血清总胆固醇结果判定
血清总胆固醇二个剂量组结果阳性；血清总胆固醇一个剂量组结果阳性，同时高密度脂蛋白胆固醇结果阳性，可判定该受试样品辅助降低血清总胆固醇动物实验结果阳性。
（2）人体试食试验
血清总胆固醇、甘油三酯、高密度脂蛋白胆固醇三项指标检测中，血清总胆固醇和甘油三酯二项指标阳性，可判定该受试样品具有辅助降血脂作用；血清总胆固醇、甘油三酯两项指标中任一项指标阳性，同时高密度脂蛋白胆固醇结果阳性，可判定该受试样品具有辅助降低血清总胆固醇或辅助降低甘油三酯作用。
（十二）清咽功能

1.试验项目
（1）动物试验

①大鼠棉球植入试验 
②大鼠足趾肿胀试验

（2）人体试食试验

咽部症状、体征
2.试验原则
（1）动物实验和人体试食试验为必做项目。
（2）大鼠棉球植入实验和大鼠足趾肿胀实验任选其一。
（3）在进行人体试食试验时，应对受试样品的食用安全性作进一步的观察后进行。选择慢性咽炎人群，主观症状有咽痛、咽痒、咽干、干咳、异物感、多言加重等。
3.结果判定
（1）动物实验

大鼠棉球植入实验或大鼠足趾肿胀实验结果阳性，可判定受试样品清咽动物实验结果阳性。
（2）人体试食试验

咽部症状、体征明显改善，症状、体征的改善率明显增加，可判定受试样品具有清咽的作用。
（十三）调节血糖

1.试验项目
（1）动物实验
①高血糖模型动物的空腹血糖值、糖耐量试验。

②正常动物的降糖试验。

（2）人体试食试验
空腹血糖值、糖耐量试验、胰岛素测定、尿糖测定。 

2.试验原则
（1）建立高血糖动物模型，常用四氧嘧啶作为建模药物。

（2）人体试食试验是必须项目，在动物学试验有效基础上并对受试样品的食用安全性作进一步的观察后进行。试验人群为Ⅱ型糖尿病患者，除测定规定的指标外，应加测一般健康指标。

3.结果判定
（1）动物实验

动物学试验有一项指标阳性；

（2）人体试食试验的空腹血糖值、糖耐量试验两项指标中有一项阳性，胰岛素又未升高，可判定受试样品有降血糖作用。

（十四）改善胃肠道功能

改善胃肠功能表现在多方面：促进消化吸收功能、改善胃肠道菌群功能、润肠通便、保护胃粘膜功能。分述如下：

1.促进消化吸收功能

（1）试验项目

①动物试验
体重、食物利用率、胃肠运动实验、消化酶活性、小肠吸收实验

②人体实验
食欲、食量、胃胀腹感、大便性状与次数、体征症状、体重、血红蛋白、胃肠运动实验、小肠吸收实验。

（2）试验原则

①动物试验与人体试验中的所列项目均为必做项目，人体试验还应增加一般健康指标。

②针对纠正儿童食欲不良或成人消化不良者可从所列项目中选择重点项目。

（3）结果判定               ·
①动物实验中胃肠运动实验、消化酶活性、小肠吸收实验三项中一项阳性，检测结果判定为阳性。
②针对纠正儿童食欲不振时，重点观察人体试验中食欲、食量明显增加，体重、血红蛋白项中有一项阳性，检测结果判定为有促进消化吸收功能。
③针对成人消化不良时， 项目中体征症状、胃肠运动实验、小肠吸收实验项中一项阳性，检测结果判定为有促进消化吸收功能。
2.改善胃肠道菌群功能

（1）试验项目（肠道菌群以cfu/g粪便计）

①动物试验
双歧杆菌、乳杆菌、肠球菌、肠杆菌、产气荚膜梭菌。
②人体实验
双歧杆菌、乳杆菌、肠杆菌、产气荚膜梭菌。
（2）试验原则
①动物与人体所列检验项目均为必测项目。
②人体试验为必做项目，还可以加测一般健康指标。
③动物可用正常动物或肠道菌群紊乱动物模型。
（3）结果判定
①动物试验
A双歧杆菌、乳杆菌明显增加，肠球菌、肠杆菌增加但幅度小于双歧杆菌、乳杆菌的增幅，产气荚膜梭菌减少或无变化；B双歧杆菌、乳杆菌明显增加而产气荚膜梭菌减少或无变化、肠球菌、肠杆菌无变化。上两项中一项符合可判定为阳性。
②人体试食试验
A双歧杆菌、乳杆菌明显增加，肠球菌、肠杆菌增加但幅度小于双歧杆菌、乳杆菌的增幅，产气荚膜梭菌减少或无变化；B双歧杆菌、乳杆菌明显增加而产气荚膜梭菌减少或无变化、肠球菌、肠杆菌无变化。上两项中一项符合可判定有改善胃肠道菌群功能。
3.润肠通便功能

（1）试验项目
动物试验：体重、小肠吸收实验(小肠推进速度)、排便时间、粪便重量或粒数、粪便性状。

（2）试验原则

①制造便秘动物模型，与正常对照动物一起实验。

②不得引起动物腹泻。

（3）结果判定

动物实验:粪便重量或粒数明显增加，小肠吸收实验、排便时间一项阳性，检测结果判定为有润肠通便功能。 
4.保护胃粘膜功能

（1）试验项目

①动物试验

胃粘膜损伤情况（损伤面积、溃疡情况）。

②人体试验

胃部症状、体征、X线钡餐或胃镜检查胃粘膜情况。 
（2）试验原则

①人体试验为必测项目。

②人体试验还可加测一般健康状况指标。 
（3）结果判定

①动物试验

胃粘膜损伤情况有明显改善，判定为阳性。

②人体试食试验

胃部症状、体征明显改善，胃粘膜损伤症状好转，可判定为有保护胃粘膜功能。

（十五）改善睡眠

1.试验项目

动物试验:

①体重。
②睡眠时间。
③睡眠发生率。
④睡眠潜伏期。
⑤观察指标:给被检样品在阈上剂量有催眠作用下是否延长睡眠时间;在阈下剂量作用下是否加快入睡时间。
2.试验原则
(1)体重及另三项为必测项目。
(2)观测被检样品对催眠剂(巴比妥或戊巴比妥)在阈上或阈下剂量时的催眠作用。
3.结果判定
体重以外三项检测项目中两项为阳性，检测结果判定为有改善睡眠功能。
（十六）改善营养性贫血

1.试验项目

（1）动物试验（所列项目均为必测项目）
①体重
②血红蛋白
③红细胞压积
④血清铁蛋白
⑤红细胞游离原卟啉
⑥组织细胞铁

（2）人体试验

①体重
②血红蛋白
③红细胞压积
④血清铁蛋白
⑤红细胞游离原卟啉
2.试验原则
(1)所列项目均为必测项目。
(2)人体可加测一般健康指标。
(3)贫血:按现行临床标准诊断。
3.结果判定

（1）动物实验

②项阳性③④⑤⑥四项中任一项阳性，检测结果判定为阳性。
（2）人体实验

②项阳性③④⑤四项中任一项阳性，结果判定为有改善营养性贫血功能。

（十七）对化学性肝损伤有保护作用

1.试验项目

（1）动物试验

①体重

②谷丙转氨酶(ALT)
③谷草转氨酶(AST)
④肝组织病理 
2.试验原则

   (1)所列项目均为必测项目。 
(2)还可加测肝中丙二醛、GSH、甘油三酯。 
3.结果判定

肝组织病理阳性，②、③项中任一项阳性，检测结果判定为具有对化学性肝损伤的保护作用.

（十八）促进泌乳

1.试验项目

（1）动物实验：以下所列项目均为必测项目

① 泌乳量。
② 仔鼠的发育状况如：体重与身长。
（2）人体试食试验

①泌乳量。
②母乳质量：乳汁蛋白质含量、脂肪含量。
③婴儿生长发育状况观察。
2.试验原则
(1)所列项目均为必测项目。
(2)人体试验还可选用母体乳房感觉、乳儿其他发育指标、乳汁质量指标。
3.结果判定
（1）动物试验

泌乳量增加、与对照组相比仔鼠体重、身长增加明显，结果判定为阳性。
（2）人体试食试验

泌乳量增加、婴儿身高、体重增加、乳汁质量改善或不低于对照组，试验结果判定为具有促进泌乳功能。

（十九）美容

美容表现在多方面，具体功能应予明确。

1.祛痤疮功能

（1）试验项目
人体试验:痤疮数量、皮肤损害情况、皮脂分泌状况。

（2）结果判定
①人体试验所列三项指标中二项阳性，且不产生新痤疮，检测结果判定为有祛痤疮功能。
②皮脂分泌减少，不产生新座疮，其他两项指标虽无明显改善，可认为有减少皮腺分泌作用。
2.祛黄褐斑功能
（1）试验项目
人体试验验:黄褐斑面积、黄褐斑颜色。
（2）结果判定

黄褐斑面积与颜色有改善，且不产生新黄褐斑，检测结果判定为有祛黄褐斑功能。
3.祛老年斑功能

（1）试验项目

①动物试验

过氧化脂质（如脂褐质）含量、抗氧化酶(SOD、GSH-PX)活性、皮肤羟脯氨酸含量。
②人体试验

老年斑面积或数量、老年斑颜色、过氧化脂质含量、抗氧化酶(SOD、GSH-PX)活性。
（2）试验原则

①所列动物及人体试验项目均为必测项目。
②人体试验还应加测一般健康指标。
（3）结果判定
(1)动物试验

三项中有二项阳性，检测结果判定为阳性。
(2)人体试验

老年斑面积或数量、老年斑颜色明显改善；过氧化脂质含量、抗氧化酶(SOD、GSH-PX)活性有一项阳性，可判定受试物有祛老年斑功能。
4.保持皮肤水分、油脂和pH 

（1）试验项目

人体试验:

(1)皮肤水分。
(2)皮肤油脂。
(3)皮肤pH测定。
（2）试验原则

所列项目必测。
（3）结果判定

皮肤水分及油脂保持、皮肤pH测定阳性，检测结果判定为有保持皮肤水分、油脂和pH功能。对皮肤水分及油脂保持也可分别测定。
5.丰乳功能
（1）试验项目
人体试验:乳房体积、体重、体内脂肪含量、性激素的测定。
（2）试验原则

①用多种方法测乳房体积，保证结果准确。

②所列项目必测外，还应做乳腺钼靶X线摄像及一般健康指标。

③检测被检样品是否含性激素。
（3）结果判定

乳房体积增加，体重与体内脂肪含量无明显变化，性激素在正常水平，检测结果判定为有丰乳功能。

（二十）改善视力

1.试验项目

人体试验:
(1)一般健康状况临床检查。
(2)眼部自觉症状。
(3)视力、屈光度、暗适应检测。
2.试验原则
排除眼外伤、感染、器质性病变及其他非保健食品所能纠正的眼疾患人群。
3.结果判定
（1）试验组试验前后比较和试验后试验组与对照组比较。
（2）眼部症状积分提高，裸眼视力提高，屈光度降低0.5OD以上，暗适应恢复或改善，一般健康状况无异常，检测结果判定为有改善视力功能。其中，裸眼视力提高二行以上为有效、三行以上为显效。

（二十一）促进排铅

1.试验项目

（1）动物试验

①以醋酸铅给实验组和对照组或用醋酸铅制造的动物铅中毒模型。

②检测指标:体重、血铅、骨铅、肝铅、脑铅。 
（2）人体试验

血铅、尿铅。 
2.试验原则

（1）动物可加测其他组织铅含量及血液生化指标。

（2）人体可观察症状及一般健康指标。

（3）人体血铅、尿铅可多次测定，以观察其动态变化。 
3.结果判定

（1）动物骨、肝等组织中铅含量下降，检测结果判定为阳性。

（2）人体尿铅排出量增加，检测结果判定为有促进排铅功能

（二十二）调节血压

1.试验项目

（1）动物实验：体重、血压。

（2）人体试验：血压、心率、症状与体征。
2.试验原则
(1)所列动物与人的项目必测。人体可加测一般健康指标。

(2)动物试验可用高血压模型和正常动物。
(3)人体试验可在治疗基础上进行。
3.结果判定
（1）实验动物血压下降，对照动物血压无影响，检测结果判定为阳性。
（2）人体血压下降症状体征改善，检测结果判定有调节血压功能。其中，舒张压下降2.7kPa（19mmHg），收缩压下降4kPa（3OmmHg）以上为有效;舒张压恢复正常或下降2OmmHg以上为显效。

（二十三）增加骨密度、改善骨质疏松

1.试验项目

（1）动物试验 
①骨钙含量或骨密度。

②钙的吸收率。

（2）人体试验
①骨密度、症状体征。
②相关功能(如肾功)与生化(如血、尿、钙、磷、碱性磷酸酶等)。
2.试验原则 
（1）含钙样品检测骨密度。 
（2）钙营养素或含钙食品，要测定骨密度及骨钙含量。 
（3）其他的钙源样品及未批准钙源样品要测钙吸收率。 
（4）动物试验除所列项目外，还可测骨重、骨皮质厚、骨小梁、骨磷含量等。

（5）人体可加测一般健康指标。
3.结果判定
（1）实验动物骨钙含量及骨密度增加，钙吸收率不低于碳酸钙对照，检测结果判定为阳性。

（2）人体骨密度增加，症状体征改善，结果可判为有改善骨质疏松功能。
思考题

1.功能性食品为什么要进行安全毒理学评价？

2.功能学评价时应考虑哪些原则？

3.进行动物学试验时对动物的选择要求？
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