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血球计数板检测破壁灵芝孢子粉破壁率方法的 
优化研究 

简伟明*, 赵唯君, 章琼珊, 李洁仪 
(广东粤微食用菌技术有限公司, 广州  510663) 

摘  要: 目的  对现行常用的血球计数板检测破壁灵芝孢子粉破壁率的方法进行优化研究, 以降低检测误差, 

避免人为主观判断, 并提高检测效率。方法  通过考察不同的悬浮液体系, 筛选出能使破壁灵芝孢子粉分散性

最佳的悬浮液体系; 通过考察常用的细胞染色剂, 筛选出能是破壁灵芝孢子粉染色, 而灵芝孢子粉不被染色

的最适染色剂。结果  优化后检测方法重复性与再现性良好, 重复性与再现性相对标准偏差(relative standard 

deviationg, RSD)均为 0.3%; 回收率良好, 不同破壁率水平的样品回收率平均值在 98.9%~100.9%范围内; 检测

效率明显提高, 单个样品的检测时间从 18.2 min 降低至 8.1 min。结论  本研究通过优化悬浮液体系及引用细

胞染色技术与血球计数法结合, 降低了检测方法误差, 避免了人为主观判断, 建立了一种更为准确、客观、高

效的破壁率检测方法, 为破壁灵芝孢子粉破壁率检测提供了可靠手段。 

关键词: 血球计数板; 破壁灵芝孢子粉; 破壁率; 细胞染色技术 

Optimizing the hemocytometer measurement method for determining the 
sporoderm-broken rate of Ganoderma lucidum spore powder 

JIAN Wei-Ming*, ZHAO Wei-Jun, ZHANG Qiong-Shan, LI Jie-Yi 
(Guangdong Yuewei Edible Fungi Technology Co., Ltd., Guangzhou 510663, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the commonly used hemocytometer measurement method for deteimining the 

sporoderm-broken rate of Ganoderma lucidum spore powder, reduce experimental error, avoid subjective judgment 

by technician and improve the detection efficiency. Methods  By examining different suspension systems, the best 

one was selected that could fully disperse the sporoderm-broken Ganoderma lucidum spore powder. By examining 

commonly used cell staining agents, the most suitable staining agent was selected that could stain broken Ganoderma 

lucidum spore powder while not staining Ganoderma lucidum spore powder. Results  The optimized detection 

method had good repeatability and reproducibility, with a relative standard deviation (RSD) of both repeatability and 

reproducibility were 0.3%. The recovery rate was good, and the average recovery rate of samples with different levels 

of sporoderm-broken rate were within the range of 98.9% to 100.9%. The detection efficiency had been significantly 

improved, and the detection time for a single sample had been reduced from 18.2 min to 8.1 min. Conclusion  The 

article optimizes the suspension system and combines cell staining technology with hemocytometer measurement to 
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reduce detection method errors, avoid subjective judgments and establish a more accurate, objective and efficient 

method for detecting sporoderm-broken rate of Ganoderma lucidum spore powder, providing a reliable means for 

sporoderm-broken rate detection of Ganoderma lucidum spore powder. 
KEY WORDS: hemocytometer measurement; sporoderm-broken Ganoderma lucidum spore powder; 

sporoderm-broken rate; cell staining technology 
 
 

0  引  言 

灵芝孢子是从成熟灵芝的菌褶中弹射出来的, 是灵

芝的生殖细胞[1], 富含多糖、萜类、氨基酸、生物碱、有

机锗等成分[2–7], 具有增强机体免疫力、降血糖、抗氧化、

抑制肿瘤等药效[8–12]。但灵芝孢子壁主要由几丁质、纤维

素、木质素等组成, 质地异常坚硬, 孢子进入肠胃后, 其有

效成分不易被人体吸收利用[13–15], 因此, 为了充分利用灵

芝孢子内的有效物质, 生产上通常需要对灵芝孢子进行破

壁处理[16–18]。破壁率高低也成为判断破壁灵芝孢子粉质量

优劣的重要指标之一。 
2020 年破壁灵芝孢子粉被列入保健食品原料目录[19], 

其中把破壁率列为一项理化指标, 并明确了破壁率的检测

方法。该方法与 GB/T 29344—2023《灵芝孢子粉采收及加

工技术规范》中附录 B[20]的测定方法相同。因此, 该方法

为目前最常用的破壁率检测方法, 但其存在准确性低、重

复性差等问题[21–26], 造成破壁率检测准确性及重复性低的

原因主要为: 现有标准方法中采用的悬浮液体系(蔗糖-吐
温 80-水)未能将灵芝孢子充分分散, 造成孢子分布不均

匀、成团重叠的现象, 导致计数重复性和准确性差; 破壁

灵芝孢子粉中可能存在破壁程度并不明显的灵芝孢子, 需
要技术人员凭借个人经验进行破壁与非破壁判断, 这种判

断主观性较强, 也导致不同技术人员的检测结果差异较大, 
重现性差。此外, 血球计数板加样后刻度线模糊, 技术人

员需花费大量时间和精力寻找及判别刻度线位置, 检测效

率低, 同时造成技术人员视觉疲劳。 
为改善上述问题, 本研究通过对悬浮液体系的优化, 

使灵芝孢子在悬浮液中充分分散, 避免了因灵芝孢子成团

重叠导致的方法误差; 并引用细胞染色技术与血球计数法

结合, 使破壁灵芝孢子粉得以染色, 而未破壁的灵芝孢子

粉不能染色, 避免技术人员的主观判断, 并同时使血球计

数板中刻度线附着染色剂, 提高检测效率, 为破壁灵芝孢

子粉破壁率检测提供了一种可靠手段。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

灵芝孢子粉(未破壁)及破壁灵芝孢子粉由广东粤微食

用菌技术有限公司提供。 

1.2  试剂与仪器 

吐温 80、蔗糖、甘油、酸性品红、次甲基蓝、结晶

紫(分析纯, 广州化学试剂厂)。 
血球计数板(25 个中格×16 个小格, 北京索莱宝科技

有限公司); AUY220 型岛津分析天平(精度 0.0001 g, 日本

岛津公司); AS10200ADT 超声波清洗器(中国天津奥特赛

恩斯仪器有限公司); OLYMPUS-BX41 光学显微镜[奥林巴

斯(中国)有限公司]。 

1.3  试验方法 

本试验方法参考 GB/T 29344—2023 附录 B[20]方法进

行, 在其基础上对样品前处理操作步骤进行优化。 
1.3.1  样品制备 

分别取同一批次有代表性灵芝孢子粉和破壁灵芝孢

子粉的样品, 各 300 g, 充分混匀, 于烘箱 60 ℃烘干 5 h, 
置于密闭的容器内。 
1.3.2  样品前处理 

准确称取经烘干的灵芝孢子粉 A 0.10 g 和破壁灵芝

孢子粉 B 0.15 g。 
对照组: 分别称取 5.0 g 经过研磨后过 100 目筛的蔗

糖粉末, 分别与孢子粉 A、B 充分混合至色泽均一。用蒸

馏水分别溶解上述样品, 在样品溶液中加 0.1 mL 吐温 80, 
用蒸馏水定容到 100 mL容量瓶中, 并在室温超声(40 KHz)
振荡 30 min, 使孢子充分分散(依据 GB/T 29344—2023 附

录 B)。 
悬浮液体系优化试验组: 分别称取 5.0 g 经研磨后过

100 目筛的蔗糖粉末, 分别与孢子粉 A、B 充分混合至色泽

均一, 用蒸馏水分别溶解上述样品。在样品溶液中加入

悬浮液, 在室温超声振荡 30 min, 使孢子充分分散; 或
在样品溶液中加入悬浮液试剂 1(吐温 80), 在室温超声

振荡 30 min 后, 再加入悬浮液试剂 2(甘油), 充分摇匀, 
使孢子充分分散; 再用蒸馏水定容到 100 mL 容量瓶中, 
待测。 

染色剂优化试验组: 分别称取 5.0 g 经研磨后过 100
目筛的蔗糖粉末, 分别与孢子粉 A、B 充分混合至色泽均

一, 用蒸馏水分别溶解上述样品。按上述悬浮液体系优化

后试验组的操作, 使孢子充分分散。再加入细胞染色剂, 
用蒸馏水定容到 100 mL 容量瓶中, 待测。 
1.3.3  样品测定 

将待测孢子悬液, 用吸管吸取 1 滴置于盖玻片的边缘, 



320 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 15 卷 
 
 
 
 
 

 

使液体缓缓渗入, 多余的液体用吸水纸吸取, 进样完成后

静置约 30 s, 将血球计数板置于 400 倍数的光学显微镜下

进行观察计数。 
1.3.4  观察计数 

使用 25个中格×16个小格的计数板, 应计算出血球计

数板 4 个角上与中央 5 个中格中含完整灵芝孢子的数目(即
以 80 个小格为 1 个计数单位)。如有部分孢子处于中格边

线上, 计数时应仅统计位于中格 4 个边线的孢子数, 每个

样品观察计数时应去掉离群较大的值, 每个样品有效观察

计数不少于 3 次, 计算其平均数。 
1.3.5  结果计算 

使用 25 个中格×16 个小格的计数板时, 每 g 孢子粉中

含完整灵芝孢子数按式(1)计算:  

 N=
80
n

×400×10000× v
m

      (1) 

式中: N 为每 g 孢子粉含完整的灵芝孢子数, 个/g; n 为 80
个小方格内含完整灵芝孢子的总数, 个; v 为孢子稀释液

的体积, mL; m 为样品的质量, g; 400 为血球计数板的计数

室内共有 400 个小方格; 10000 为血球计数板计数室的容

积, 为 0.1 mm3, 1 mL 相当于 10000 个血球计数板计数室

的容积。 
破壁率按式(2)计算:  
 X=(1–NB/NA)×100%    (2) 

式中: X 为破壁灵芝孢子粉的破壁率, %; NB 为每 g 破壁灵

芝孢子粉中含完整的灵芝孢子数, 个/g; NA 为每 g 灵芝孢

子粉中含完整的灵芝孢子数, 个/g。 

1.4  数据处理 

实验结果采用 Excel 2019 对数据进行统计分析和计算。 

2  结果与分析 

2.1  悬浮液体系的优化 

灵芝孢子粉中脂溶性成分含量高, 占孢子粉总质量

的 15%~34%[27–29], 由于细胞壁破损后油脂性成分渗出, 使
破壁灵芝孢子粉在悬浮液体系中存在一定程度的结团聚集, 
影响后续显微镜下的观察和计数, 因此基于油脂类相似相

溶的原则, 考虑通过调整吐温 80 的加入量, 并在悬浮液中

加入适量甘油, 以优化破壁灵芝孢子的分散效果。试验中

分散效果从差到优采用 0~5 分打分制, 具体加入方案及试

验结果见表 1。 
上述试验结果表明, 随着吐温 80 加入量增加, 能一

定程度改善灵芝孢子分散效果, 0.3 mL 加入量较 0.1 mL 有

改善, 继续增加吐温 80 加入量改善效果不明显。加入甘油

后灵芝孢子分散效果亦有改善, 随着甘油加入量增加, 改
善效果进一步增加, 5 mL加入量较 3 mL有改善, 继续增加

甘油加入量改善效果不明显。由于甘油具有乳化性[30], 加
入后再超声可能难以使灵芝孢子分散效果达到最优, 因此, 
将甘油于超声后加入, 试验发现灵芝孢子粉与破壁灵芝孢

子粉分散效果均良好, 无重叠现象。 
因此 , 灵芝孢子充分分散的最适样品前处理操作

为: 分别称取 5.0 g 经过研磨后过 100 目筛的蔗糖粉末, 
分别与孢子粉 A、B 充分混合至色泽均一, 用蒸馏水分

别溶解上述样品。在样品溶液中加 0.3 mL 吐温 80, 在室

温超声振荡 30 min 后, 再加入 5 mL 甘油, 充分摇匀, 使
孢子充分分散。即样品中加入 5.0 g 蔗糖制成样品水溶

液, 加入 0.3 mL 吐温 80, 超声后加入 5 mL 甘油为最适

悬浮液体系。 

 
表 1  悬浮液体系优化试验 

Table 1  Optimization experiment of suspension system 

 蔗糖/g 吐温 80/mL 甘油/mL 
灵芝孢子粉分散效果 破壁灵芝孢子粉分散效果 

描述 
分值/
分 

描述 
分值/ 
分 

对照组 5.0 0.1 / 
部分发生聚集但无重

叠, 见图 1a 
3 

分散性较差, 灵芝孢子

有明显重叠, 见图 1b 
1 

试验组 X1 5.0 0.3 / 
较对照组改善, 灵芝

孢子几乎无聚集 
4 

较对照组改善, 但孢子

仍有重叠 
2 

试验组 X2 5.0 0.5 / 
与试验组 X1 接近, 灵
芝孢子几乎无聚集 

4 
与试验组 X1 接近, 孢

子仍有重叠 
2 

试验组 X3 5.0 0.3 3 
较试验组 X1 改善, 灵

芝孢子分布均匀 
5 

较试验组 X1 改善, 但
孢子仍有重叠 

3 

试验组 X4 5.0 0.3 5 灵芝孢子分布均匀  
较试验组 X3 改善, 但

孢子仍稍有重叠 
4 

试验组 X5 5.0 0.3 8 灵芝孢子分布均匀 5 
与试验组 X4 接近, 孢

子仍有重叠。 
4 

试验组 X6 5.0 0.3 
5(超声后 
加入) 

灵芝孢子分布均匀, 
见图 1c 

5 
分散效果良好, 孢子无

重叠, 见图 1d 
5 

注: /代表无此数值, 表 4 同。 
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注: a 为对照组灵芝孢子粉; b 为对照组破壁灵芝孢子粉; c 为试验

组 X6 灵芝孢子粉; d 为试验组 X6 破壁灵芝孢子粉。 
图 1  灵芝孢子粉显微镜图像(×400) 

Fig.1  Microscopic images of Ganoderma lucidum spore powder 
(×400) 

 

2.2  染色剂的优化 

按 1.3.2 染色剂优化试验组的操作, 试验考察了常用

细胞染色液(酸性品红溶液、次甲基蓝溶液、结晶紫染色液)
对灵芝孢子粉细胞壁的渗透情况、破壁与否的鉴别效果, 
具体试验方案及试验结果如表 2。 

 
表 2  染色剂优化试验 

Table 2  Optimization experiment of staining agent 

 染色剂 试验结果 

对照组 无 
灵芝孢子粉与破壁灵芝孢子粉无染色

(见图 1c、1d) 

试验组
R1  

酸性品

红溶液 

灵芝孢子粉与破壁灵芝孢子粉颜色无

明显变化, 破壁灵芝孢子未能染上颜

色, 未达到预期染色效果(见图 2a、2b)

试验组
R2  

次甲基

蓝溶液 

灵芝孢子粉基本未染色, 除个别破壁灵

芝孢子粉染上蓝色外, 大部分破壁灵芝

孢子粉无明显变化, 未达到预期染色效

果(见图 2c、2d) 

试验组
R3  

结晶紫

溶液 

灵芝孢子粉与破壁灵芝孢子粉均染上

明显紫色, 未达到预期染色效果(见图

2e、2f) 

试验组
R4  

次甲基

蓝溶液+
结晶紫

溶液 

灵芝孢子粉几乎未染色, 而破壁灵芝孢

子颜色加深, 染上深蓝色, 达到预期染

色效果(见图 2g、2h) 

 
从上述试验结果可见, 酸性品红、次甲基蓝、结晶紫

溶液单独使用时均未到达预期效果; 次甲基蓝和结晶紫溶

液经复合使用后, 灵芝孢子粉几乎未染色, 而破壁灵芝孢

子粉颜色加深, 略染上深蓝色, 从而使灵芝孢子粉颜色区

别于破壁灵芝孢子粉。根据灵芝孢子染色后的颜色差异, 
技术人员可直观的判断灵芝孢子破壁与否, 从而降低了技

术人员主观判断因素。此外, 添加染色剂后, 血球计数板

中刻度线能较清晰显示, 大大加快了技术人员寻找刻度线

的速度, 提高检测效率, 亦有效地减轻了技术人员的视觉

疲劳感。因此, 最终确定次甲基蓝溶液-结晶紫溶液复合染

色为最优染色剂。 
 

 
 

注: a 为试验组 R1 灵芝孢子粉; b 为试验组 R1 破壁灵芝孢子粉; c
为试验组 R2 灵芝孢子粉; d 为试验组 R2 破壁灵芝孢子粉; e 为试

验组 R3 灵芝孢子粉; f 为试验组 R3 破壁灵芝孢子粉; g 为试验组

R4 灵芝孢子粉; h 为试验组 R4 破壁灵芝孢子粉。 
图 2  染色后灵芝孢子粉显微镜图像(×400) 

Fig.2  Microscopic images of stained Ganoderma lucidum spore  
powder (×400) 

 
2.3  方法性能考察 

2.3.1  重复性与再现性 
按照优化后的方法进行了重复性与再现性考察, 并

安排 2 位技术人员分别对同一样品进行 6 次重复性试验及

再现性试验。结果显示, 2 位技术人员检测结果分别为

(95.6±0.3)%、(95.9±0.3)%, 重复性相对标准偏差(relative 
standard deviationg, RSD)均为 0.3%, 双人再现性 RSD 为

0.3%, 因此表明, 优化后方法重复性与再现性良好。 
2.3.2  回收率 

按照优化后的方法进行回收率试验 , 分别进行了

30%、50%、70% 3 个不同破壁率水平的样品制备, 每个
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破壁率水平分别制备样品 3 份, 并测定其破壁率, 结果

见表 3。 
从表 3 试验结果显示, 按优化后方法测试, 在不同破

壁率水平下的样品回收率平均值在 98.9%~100.9%范围内, 
表明该方法准确性良好。 

2.4  实际样品测定 

分别按照 GB/T 29344—2023 附录 B 及优化后的方法

对市场上销售的 3 款破壁灵芝孢子粉进行破壁率测定, 每
个样品重复测定 3 次, 并记录技术人员测定时间, 结果见

表 4。 
 

表 3  破壁率回收率试验 
Table 3  Recovery rate test of sporoderm-broken rate 

组别 灵芝孢子粉样品量/g 破壁灵芝孢子粉样品量/g 破壁率理论值/% 破壁率实测值/% 回收率/% 平均回收率/%

1 

0.1448 0.0623 29.6 28.8  97.3 

100.9 0.1456 0.0641 30.1 30.5 101.3 

0.1455 0.0630 29.8 31.0 104.0 

2 

0.1022 0.1059 50.1 51.1 102.0 

 98.9 0.1033 0.1052 49.7 49.2  99.0 

0.1018 0.1032 49.6 47.5  95.8 

3 

0.0569 0.1416 70.3 71.2 101.3 

100.5 0.0578 0.1426 70.1 68.3  97.4 

0.0553 0.1474 71.6 73.5 102.7 

注: 制样用破壁灵芝孢子粉破壁率为 98.5%。 
 

表 4  样品测定结果 
Table 4  Results of sample measurement 

 
GB/T 29344—2023 附录 B 优化后方法 

破壁率/% 均值/% RSDs/% 耗时/min 破壁率/% 均值/% RSDs/% 耗时/min 

样品 A  

94.8 

96.0 1.4 

20.0 94.6 

94.7 0.6 

8.0 

95.8 18.0 94.2 8.0 

97.4 17.0 95.3 9.0 

样品 B   

96.7 

97.6 1.1 

19.0 97.5 

97.5 0.4 

8.0 

97.8 18.0 97.8 8.0 

97.2 20.0 97.5 9.0 

样品 C 

97.0 

98.1 1.5 

15.0 97.4 

97.6 0.3 

7.0 

96.5 17.0 97.5 8.0 

95.4 16.0 97.7 8.0 

均值 / / / 18.2 / / / 8.1 

 
从表 4 样品测定结果可见 , 优化后方法较 GB/T 

29344—2023附录B方法单个样品的重复性偏差RSD更低, 
表明优化后方法重复性更好; 优化后方法检测所耗费的时

间更短, 从 18.2 min 缩短至 8.1 min, 大大提高检测效率。 

3  讨论与结论 

GB/T 29344—2023 是目前破壁灵芝孢子粉生产企业

和检验机构常用的破壁率检测方法, 由于该方法存在重复

性差、准确性较低等缺点[27], 本研究对其悬浮液体系进行

了优化, 使灵芝孢子在悬浮液体系中充分分散, 避免了因

灵芝孢子成团重叠造成的方法误差; 加入染色剂, 利用细

胞染色技术使破壁灵芝孢子粉染色, 而灵芝孢子粉不被染

色, 避免了现有方法的主观判断误差。此外, 加入染色剂

后的血球计数板刻度线清晰度提高, 解决了加样后血球计

数板刻度线模糊的问题, 大大提高检测效率, 减轻技术人

员视觉疲劳。经方法学研究表明, 优化后检测方法重复性、

再现性、回收率良好, 单个样品的检测时间从 18.2 min 降

低至 8.1 min。本研究建立了一种更为准确、客观、高效的

破壁灵芝孢子粉破壁率检测方法。 
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