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液態發酵蛹蟲草菌絲體的致畸性試驗分析
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摘 要

本研究依據行政院衛生署公布的「健康食品安全及功效評估方法」，評估高劑量(3,000 mg/kg BW/day)

蛹蟲草菌絲體對懷孕雌鼠可能引發的毒性反應以及對於胚胎發育的影響。本試驗使用 80隻懷孕 SD大鼠，

將試驗動物分成對照組及液態發酵蛹蟲草菌絲體低、中與高劑量組(1000、 2000與 3000 mg/kg BW/day)

共四組，於妊娠期間 (懷孕第 6~15天，為胎鼠器官形成期)每日口服給予試驗物質，並於分娩前一天(懷孕

第 20天)將母鼠犧牲剖檢，進行母鼠檢查與胎鼠檢查。試驗期間進行懷孕雌鼠死亡率與臨床觀察，並測定

體重與飼料攝取量。結果顯示，試驗期間所有受試動物生長情況良好，沒有與試驗物質相關的動物死亡及

臨床症狀，各劑量組懷孕雌鼠飼料攝取量及平均體重皆和對照組無統計上的顯著差異。在母體檢查部分，

解剖時未發現與試驗物質相關的肉眼病變。子宮內檢查參數包括著床數、胎鼠數、性別比率、著床前及著

床後胚胎損失率，各劑量組與對照組的懷孕雌性大鼠相較之下均無顯著性差異，僅黃體素在中劑量組有顯

著高於對照組。胎鼠檢查部分，包含外觀、內臟與骨骼檢查，並未發現與試驗物質相關的發育毒性(致畸胎

性)反應。總之，上述的發現指出液態發酵蛹蟲草菌絲體經口連續餵食懷孕雌鼠 10日(懷孕第 6-15天)，並

不會引發懷孕雌鼠毒性反應及影響胚胎發育，也無發現試驗物質相關的二期生殖與發育毒性。本試驗懷孕

雌鼠的無毒性顯示劑量 no-observed-adverse-effect level (NOAEL)大於 3,000 mg/kg BW/day，因此，本試

驗結果可供人體使用安全性依據的參考。

關鍵字：蛹蟲草 (Cordyceps militaris)、致畸性試驗、最小無毒性劑量

前 言

蛹蟲草(Cordyceps militaris)，又名北冬

蟲夏草、北方蟲草或北蟲草，屬真菌門、子

囊菌亞門，子囊菌鋼，肉座菌目[1]、麥角菌

科、蟲草屬，是由蛹蟲草菌感染昆蟲幼體或

蛹體所形成，是蟲草屬(Cordyceps)的模式種
[2]。天然蛹蟲草為具有藥用及滋補功能的珍

貴中藥材，其產地分布廣泛，大多生長於海

拔 500 公尺以上的林地及丘陵，生產季節集

中在 6~8 月份，通常分布於樹下光照較弱之

處[3]。蛹蟲草的名稱最早記載於中國【新華

本草綱目】一書，書裡提到蛹蟲草具有『味

甘、性平、有益肺腎、補精髓、止血化痰的

功能』。【中華藥海】一書，則記載其『性

味歸經，入肺腎二經，功能主治健忘不寐、

腰膝酸軟、久咳虛喘、勞咳痰血者』。近幾

年的研究也發現，蛹蟲草具有多樣生理活性，

包括調節免疫功能[4-6]、降血糖[7, 8]、降血脂
[9]、抗腫瘤[10]及抗氧化[11, 12]等功效，在目前

品質評估上所著重的機能性成分有核苷類如

蟲草素(cordycepin)及腺甘(adenosine)、神經

醯胺類(ceramide) 、酯化合物類和醣類如蟲
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草多醣(cordycepic polysaccharide)及甘露醇

(mannitol)[13, 14]。

蛹蟲草的寄主範圍較為廣泛，容易栽培

及取得，是分離出最多化合物的蟲草屬菌種，

具有與冬蟲夏草相似的活性成分和保健功效
[15-17]。日本CAITAC group於 2002 年時即有

名為「松原無菌養蠶冬蟲夏草」的蛹蟲草子

實體商品問市；在 2009 年，中國批准蛹蟲草

子實體為新資源食品，可普遍應用於食品中

且無警語；台灣則於 2014 年將蛹蟲草子實體

列為可供食品使用原料，但應標註每日食用

限量及標示「不建議嬰幼兒、兒童、孕婦與

真菌過敏者使用」警語。儘管如此，以生物

技術發展蛹蟲草作為冬蟲夏草的替代品，仍

為現今重要趨勢。現今市場有不少以蟲草為

主的保健食品，但由於天然產量稀少，近年

來紛紛採用人工液態培養技術量產蟲草菌絲

體及其代謝物。與固態培養方式相比，以液

態發酵方式量產蛹蟲草菌絲體，產品品質穩

定、生長週期短，能在短時間內獲得大量的

菌絲體、產能較高、不受季節影響及可得到

相近的活性成分。但目前相關的安全性研究

文獻甚少，且蛹蟲草菌絲體目前尚無正面表

列。本研究室已完成的安全性試驗包括 28 天

急毒性試驗以及基因毒試驗[18]，結果均未顯

現出與蛹蟲草菌絲體相關的毒性反應。本研

究進行蛹蟲草菌絲體發酵液凍乾粉之致畸胎

試驗，其結果將可作為日後產品開發的劑量

考量依據。

材料與方法

試驗物質

本次試驗物質為蛹蟲草菌絲體發酵液凍

乾粉，蛹蟲草(C. militaris)菌種購自食品工

業發展研究所生物資源與保存中心（新竹市，

台灣）。以馬鈴薯葡萄糖洋菜培養基(potato

dextrose agar, PDA)平板於 22℃恆溫培養，

每月於無菌操作台進行繼代培養，並密封保

存。

液態發酵條件

將培養於PDA平板上的蛹蟲草菌絲體，

擷取 2×2 cm2 菌塊，接入 2 L 三角搖瓶中，

培養溫度控制為 25±2℃，震盪轉速為 120 rpm

培養四天後，接入 500 L發酵槽培養四天（攪

拌 30 rpm，通氣量 0.25 vvm），再接入 50

ton 發酵槽培養四天（攪拌 30 rpm，通氣量

0.05 vvm）。蛹蟲草發酵液經過下游階段固

液分離、濃縮、冷凍乾燥及磨粉後，最後即

成為蛹蟲草菌絲體發酵液凍乾粉。

試驗動物

120 隻 8 週齡的 Sprague-Dawley (SD)大

鼠 (40 隻雄鼠做為配種用與 80 隻雌鼠做為試

驗使用)經過馴化適應，由動物房完成檢疫

後，才開始試驗配種。性成熟的雌、雄性大

鼠，分別以 2：1 的方式交配，每日觀察陰道

膣栓及進行陰道抹片檢查以確定其是否交配

成功。配種完成後，雌鼠移回至飼育籠中，

分別以一隻一籠，飼養於經高溫高壓滅菌的

塑膠製飼育籠(46x20x20 cm)。交配成功日

（見陰道膣栓及或陰道抹片含有精子）定為

懷孕第 0 天，物質投予的期間為懷孕第 6~15

天，解剖日期為懷孕第 20 天。飼養環境條件

為溫度 22±3℃、濕度 60±10%及 12 小時的光

暗週期。飼料為 Laboratory Autoclavable

Rodent Diet 5010 (LabDiet®, PMI® Nutrition

International, USA)，而試驗期間飲水自由供

飲。

試驗設計

本生殖與發育毒性試驗依據衛生署健康

食品安全及功效評估方法進行，健康雌鼠按

受孕先後順序進行 S 型排序方式分配於四個

劑量組別。試驗物質配製方式為將蛹蟲草菌

絲體凍乾粉末以滅菌水配製成 100、200 與
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300 mg/ml 等濃度後，進行口服投予。配種

後，雌性動物於胎兒器官形成期（懷孕第

6~15 天），每日口服投與對照物質（滅菌

水）或試驗物質，此投予途徑乃按照人體臨

床適用的途徑。投予量的計算乃根據投予當

日量測的體重為準，投予劑量單位為mg/kg，

投予體積單位為 mL/kg。母鼠懷孕期間，每

日進行臨床觀察，並於懷孕第 6、9、12、

15、18及 20天記錄動物體重及飼料攝取量。

分娩前一天（懷孕第 20 天），全部雌性大鼠

經二氧化碳麻醉犧牲，並進行剖檢，以肉眼

檢查外觀、口腔、顱腔、胸腔及腹腔內所有

臟器。雌性大鼠進行犧牲時，切開並取出子

宮，紀錄子宮重、總胎數、活胎數、死胎數、

吸收胎數、黃體數和著床數，並計算著床前

胚胎損失率〔（黃體數 - 著床數）/ 黃體

數×100〕和著床後胚胎損失率〔（著床數-

胎鼠數）/著床數×100〕。雌性大鼠進行犧

牲時，切開子宮，取出胎鼠，紀錄各胎鼠的

性別及其著床部位，檢查存活的胎鼠，並進

行外觀檢查及活胎鼠身長、體重等測定。計

算每胎的平均胎鼠重量及胎鼠身長，並將每

一胎中半數的胎鼠進行茜素紅S(Alizarin red

S, Sigma-Aldrich, Lot no.: SLBF4378V)固定

的臟器組織檢查（半數胎鼠的選擇則依其著

床部位的奇數或偶數來區分），觀察並記錄

每胎胎鼠在外觀、內臟及骨骼異常的數目。

數據分析與評估

數據以試驗結果的平均值 (mean) ± 標準

差 (standard deviation, S.D.) 或百分比來表

示。採用電腦統計套裝軟體分析雌鼠隻體重、

飼料消耗量、子宮內參數值、胎鼠的身長及

體重，先依單因子變異數分析(one-way analysis

of variance, ANOVA)進行檢定，再以Dunnett’s

test 比較各組間是否具有差異性；其餘胎鼠

外觀、內臟、骨骼的異常發生率則以Kruskal-

Wallis test 進行統計分析，若 p 值小於 0.05

則表示具有統計上顯著差異。

結 果

蛹蟲草菌絲體對母鼠的影響

於試驗期間，對照組及各劑量組的懷孕

雌性大鼠均無任何異常臨床症狀且均未發現

死亡，各劑量組與對照組的懷孕雌性大鼠相

較下，體重變化均無顯著性差異（圖 1）。

各組受孕鼠於懷孕第 0 天~20 天飼料攝取量

變化呈現如圖 2，數據顯示在試驗期間，各

劑量組與對照組的懷孕雌性大鼠的飼料攝取

量均無顯著性差異。於分娩前一天（懷孕第

20 天），所有母鼠執行肉眼解剖檢查，並未

發現與試驗物質投予相關的肉眼病變（結果

未顯示）。

懷孕母鼠生殖毒性參數評估數據呈現於

表 1。在子宮重、著床數、總胎數、活胎數、

吸收胎數、雌、雄性胎數、性別比率、著床

前及著床後胚胎損失率等分析項目，各劑量

組與對照組的懷孕雌性大鼠相較下均無顯著

性差異；僅黃體數在中劑量組有顯著高於對

照組，但無劑量與反應的正相關性。此外，

對照組及各劑量組的懷孕雌性大鼠均未觀察

到死胎情形。

蛹蟲草菌絲體對胎鼠的影響

胎鼠外觀、內臟與骨骼檢查呈現於表 2。

解剖觀察時，所有胎鼠均執行外觀檢察，同

時測量體重與身長，並記錄所有外觀異常。

對照組、低劑量、中劑量及高劑量組進行外

觀異常檢查的胎鼠數分別為 263、272、268

及 260 隻，對照組及各劑量組的胎鼠均無明

顯肉眼可觀察的異常情形；胎鼠體重及體長

於各劑量組與對照組的胎鼠相較下無顯著性

差異，所以可以評估外觀檢查未發現與試驗

物質相關的致畸胎反應。

對照組、低劑量、中劑量及高劑量組進

行內臟異常檢查的胎鼠數分別為 126、134、
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圖 1. 用於蛹蟲草菌絲體致畸性試驗的懷孕母鼠平均體重情形

表 1. 用於蛹蟲草菌絲體致畸性試驗的懷孕母鼠生殖參數毒性評估

對照組
0 mg/kg

低劑量組
1,000 mg/kg

中劑量組
2,000 mg/kg

高劑量組
3,000 mg/kg

子宮重 78.402±12.576 79.192±7.811 80.543±13.381 79.526±14.854

黃體數 16.3±2.1 17.1±2.0 18.0±2.4* 16.1±2.6

著床數 13.8±1.1 14.4±1.5 14.0±2.1 13.5±2.0

活胎數 13.2±1.3 13.6±1.4 13.4±2.3 13.0±2.0

總胎數 13.3±2.6 12.9±3.1 13.5±3.3 12.9±3.1

雄性胎數 6.6±2.0 6.7±2.3 6.6±2.4 5.98±2.4

雌性胎數 6.6±1.6 6.9±2.2 6.9±2.0 7.1±2.4

性別比例(M/F) 1.14±0.72 1.14±0.58 1.19±0.96 0.98±0.61

吸收胎數 0.6±1.1 0.8±1.2 0.6±0.6 0.5±0.7

死胎數 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

著床前胚胎損 14.24±11.65 15.15±10.13 21.83±12.27 15.21±11.12

失率 (%)

著床後胚胎損 4.24±7.37 4.93±7.58 4.20±4.95 3.97±5.83

失率 (%)

檢測項目
組別及劑量

M：雄性胎數；F：雌性胎數
*相較於對照組有顯著差異，p<0.05
表示方法為平均值 (mean) ± 標準差 (S.D.)，n = 20 (n 為計算樣本數)
著床前胚胎損失率為（黃體數-著床數）/ 黃體數 x100
著床後胚胎損失率為（著床數-胎鼠數）/ 著床數 x100
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圖 2. 用於蛹蟲草菌絲體致畸性試驗的懷孕母鼠飼料消耗情形

表 2. 用於蛹蟲草菌絲體致畸性試驗的胎鼠外觀、內臟與骨骼檢查

對照組
0 mg/kg

低劑量組
1,000 mg/kg

中劑量組
2,000 mg/kg

高劑量組
3,000 mg/kg

L F L F L F L F

內臟檢查

側腦室擴大(%) 5.0 0.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

胸腺殘留 (%) 15.0 2.4 15.0 3.0 15.0 2.3 20.0 3.2

骨骼檢查

胸椎骨分離(%) 10.0 1.5 5.0 0.7 0.0 0.0 0.0 0.0

檢測項目
組別及劑量

總胎數 263 272 268 260

外觀檢察鼠數 263 272 268 260

內臟檢察鼠數 126 134 129 126

骨骼檢察鼠數 137 138 139 134

胎鼠體重 (g) 3.93±0.2 3.89±0.23 4.05±0.23 4.00±0.18

胎鼠體長(mm) 38.17±0.58 38.02±0.51 38.45±0.48 38.47±0.33

外觀檢查異常 0 0 0 0

L：每胎發生率 [per litter incidence (%)]；F：胎鼠發生率 [per fetal incidence (%)]
n/n：異常動物隻數/觀察動物總數
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129 及 126 隻，對照組及各劑量組的胎鼠體

內各重要臟器均無明顯與毒性反應相關的異

常情形，僅部分胎鼠出現非特異性的異常情

形，包括測腦室擴大及胸腺殘留等現象，其

發生率於對照組與各劑量組的胎數間並不具

試驗物質與異常發生的正相關性，因此可以

推論胎鼠內臟檢查並未發現致畸胎反應。

對照組、低劑量、中劑量及高劑量組進

行骨骼異常檢查的胎鼠數分別為 137、138、

139 及 134 隻，對照組及各劑量組的胎鼠骨

骼及骨化程度均無明顯與毒性反應相關的異

常情形，僅部分對照組及低劑量組胎鼠出現

非特異性的異常情形，如胸椎骨分離，其發

生率於對照組與各劑量組的胎鼠間並不具試

驗物質與異常發生的正相關性。因此，可推

論在胎鼠骨骼檢查中，並未發現致畸胎反應。

討 論

根據統計，全球每年約有 800 萬名嬰兒

出生時帶有嚴重的缺陷[19]，其中 25%為先天

性遺傳或部分遺傳，而其中 10%為母親暴露

於某些環境因子而導致孩童出生時帶有缺陷
[20]。因此，為保障孕婦食用蛹蟲草菌絲體的

安全性以及胎兒的健康，進行致畸胎試驗相

當重要。

本試驗評估蛹蟲草菌絲體經口連續投予

懷孕雌鼠後，可能引發的毒性反應，以及對

胎鼠自胚胎著床前至器官完全形成的階段導

致胎鼠死亡、發育遲緩或畸形的可能性。結

果顯示，蛹蟲草菌絲體對母鼠生殖或胚胎沒

有負面影響。在試驗期間沒有發現任何動物

死亡。母鼠在平均重量、飼料消耗量、臨床

毒性症狀及解剖檢察，各劑量組與溶劑對照

組均無統計差異。

在懷孕雌鼠生殖毒性的部分，各項生殖

毒性參數包括子宮重、黃體數、著床數、活

胎數、總胎數、雄性胎數、雌性胎數、性別

比率(M/F)、吸收胎數、死胎數、著床前胚胎

損失率(%)、著床後胚胎損失率(%)等參數，

各劑量組懷孕雌性大鼠子宮內參數檢查與對

照組相較下均無顯著差異，僅黃體數在中劑

量組有顯著高於對照組，但無劑量與反應的

正相關性。在胎鼠外觀檢查方面，各試驗組

及對照組均未發現明顯肉眼可觀察的異常情

形。在胎鼠內臟和骨骼檢查項目，各劑量組

與對照組的胎鼠相較下，均無明顯與毒性反

應相關組織臟器及骨化異常的情形。因此，

根據本研究的結果，蛹蟲草菌絲體對懷孕雌

鼠的最小無毒性劑量 (no observed adverse

level, NOAEL)大於 3,000 mg/kg/day。
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