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基于 ＡＨＰ￣ＥＷＭ 与响应面法优化米炒灵芝工艺
及炮制前后抗氧化活性对比

李志勇ꎬ刘江亭ꎬ张国英ꎬ杨雪琦ꎬ张梦夏ꎬ赵盼∗ꎬ张秀云∗

(山东中医药大学 药学院ꎬ山东 济南 ２５０３５５)

摘要:优化灵芝的米炒炮制工艺ꎬ确定最佳工艺参数ꎬ并评价灵芝米炒后对抗氧化活性的影响ꎮ 以炮制温度、炮制时间、
药材跟辅料比例为考察因素ꎬ灵芝多糖、三萜、浸出物的质量分数和炮制品外观性状评分作为考察指标ꎬ运用层次分析法

(ＡＨＰ) ￣熵权法(ＥＷＭ)结合 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法确定米炒灵芝最佳工艺条件参数ꎻ采用 ＡＢＴＳ＋、ＤＰＰＨ、羟自由基清除率

的方法ꎬ比较灵芝炮制前后对抗氧化活性的影响ꎮ 优化得到的工艺条件为炮制温度 １５８.９１ ℃ꎬ炒制时间 １０.１８ ｍｉｎꎬ药材跟

辅料质量比 １∶０.２０ꎬ工艺验证得到的综合评分平均值为 ９１.２４ꎬ相对标准偏差为 ０.８１％ꎻ体外抗氧化结果显示ꎬ米炒后灵芝

清除自由基能力增强(Ｐ<０.０１)ꎮ 优选后的米炒灵芝炮制工艺可靠稳定、合理可行ꎬ按照此工艺制备的米炒灵芝ꎬ可提升

其抗氧化活性ꎬ为灵芝的炮制工艺研究和临床用药提供参考ꎮ
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　 　 灵芝ꎬ多孔菌科真菌赤芝 Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ(Ｌｅｙｓｓ. ｅｘ Ｆｒ.) Ｋａｒｓｔ.或紫芝 Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｓｉｎｅｎｓｅ ＺｈａｏꎬＸｕｅｔ
Ｚｈａｎｇ 的干燥子实体ꎬ其性味甘平ꎬ归心、肺、肝、肾经ꎬ具补气安神、止咳平喘之效[１]ꎮ 现代研究表明其主要

含有三萜类、多糖类和甾醇类等活性成分ꎬ具有健脾、抗氧化、免疫调节、抗肿瘤等药理作用[２]ꎮ 历代本草典

籍中ꎬ«本草纲目»载其“补中益气”ꎬ«中华本草»述其“健脾利湿”ꎬ基于中医“脾主运化ꎬ气血生化之源”的核

心理论[３]ꎬ结合现代医学对气血物质基础的研究ꎬ发现气血中的蛋白质、酶等成分与机体抗氧化活性密切相

关[４]ꎬ故脾胃健运则气血生化有源且运行畅达ꎬ机体的抗氧化能力随之增强ꎮ
米味甘、性平ꎬ具有补中益气、健脾和胃、除烦止渴之效[５]ꎮ 研究表明ꎬ米炒炮制工艺有提高中药有效成

分溶出[６]、增强健脾功效、缓和药物药性等作用[７]ꎮ 灵芝作为我国传统药食两用真菌ꎬ同时收录于 ２０２０ 年

版«中国药典»及国家新资源食品目录ꎬ其深度开发已成为中药大健康产业的重要研究方向ꎮ 本研究以单因

素实验结果为基础ꎬ采用 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法探索和优化米炒灵芝的炮制工艺并进行工艺验证ꎮ 在质量

评价体系中构建了 ＡＨＰ￣熵权法组合模型ꎬ对灵芝总三萜、总多糖、浸出物含量及外观性状多指标进行综合评

分ꎬ以期优化出米炒灵芝最佳炮制工艺ꎬ并从抗氧化角度探索米炒灵芝潜在优点ꎬ为规范灵芝饮片炮制工艺

提供科学依据ꎮ

１　 仪器与材料

１.１　 实验仪器

Ｕ￣３９００ 紫外可见分光光度计(日本日立)ꎻＸＳ１０５ 型十万分之一天平(梅特勒托利多科技(中国)有限公

司)ꎻＭＫ￣３０ 炒药机(江阴市祝塘明科机械厂)ꎻ调节式手动切片机(温岭市林大机械有限公司)ꎻＦＡ１２０４Ｂ 万

分之一分析天平(上海佑科仪器仪表有限公司)ꎻ ＳＨＺ￣Ⅲ循环水真空泵(上海亚荣生化仪器厂)ꎻＧＦＬ￣１２５ 电热

鼓风干燥箱(天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司)ꎻＫＤＭ 型可调控温电热套(山东省鄄诚新华电热仪器厂)ꎮ
１.２　 实验材料

蒽酮(批号 ９０￣４４￣８)、香草醛(批号 １２１￣３３￣５)、葡萄糖(批号 ５０￣９９￣７)购自上海麦克林生化科技股份有限

公司ꎻ齐墩果酸(批号 ５０８￣０２￣２ꎬ纯度 ９８％)购自上海源叶生物科技有限公司ꎻ冰醋酸(批号 ２１０７１２４９７Ｅ)、乙
酸乙酯(批号 ２１０９０７４２０Ｋ)购自南京化学试剂股份有限公司ꎻ高氯酸、浓硫酸(批号 ２０２４０１３０)购自烟台远东

精细化工有限公司ꎻ分析纯甲醇(批号 ２０２４０３２３)、无水乙醇(批号 ２０２３０３２３)购自天津市富宇精细化工有限

公司ꎻ过硫酸钾(批号 ７７２７￣２１￣１)、Ｌ￣抗坏血酸(批号 ５０￣８１￣７)、过氧化氢溶液(批号 ７７２２￣８４￣１)、水杨酸(批
号 ６９￣７２￣７)、ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ(批号 １８９８￣６６￣４ꎬ纯度 ９６％)购自山东科源生化有限公司ꎮ

实验样品为山东聊城冠县所采集的灵芝ꎬ经山东中医药大学徐凌川教授鉴定为赤芝 Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍꎮ

２
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２　 实验方法

２.１　 灵芝饮片的制备

将灵芝润湿放置于容器内ꎬ使水分缓缓渗入ꎬ闷润至软硬适宜程度ꎮ 沿灵芝纹路ꎬ将灵芝切为 ２ ~ ４ ｍｍ
的厚片ꎬ５０ ℃下鼓风干燥箱干燥至外表坚硬ꎬ即得ꎮ
２.２　 紫外分光光度法测定总多糖质量分数

参照«中国药典»中灵芝多糖质量分数测定方法[８]ꎬ采取水提醇沉法提取多糖ꎬ应用苯酚－浓硫酸法进行

显色反应ꎬ测定各样品中总多糖质量分数ꎮ
２.３　 紫外分光光度法测定总三萜质量分数

参照«中国药典»中灵芝三萜质量分数测定方法[８]ꎬ将样品粉末用无水乙醇溶解ꎬ超声提取后ꎬ采用香草

醛－冰醋酸显色反应ꎬ测定各样品中总三萜质量分数ꎮ
２.４　 水溶性浸出物得率测定

参照«中国药典»中灵芝浸出物提取方法[８]ꎬ采用热浸法(通则 ２２０１)ꎬ除另有规定外ꎬ以干燥品计算供

试品中水溶性浸出物的质量分数ꎮ
２.５　 外观形状评分

结合米炒灵芝饮片的外观颜色、色泽、气味变化ꎬ对所得饮片进行评分(表 １)ꎮ
表 １　 米炒灵芝片外观评分标准

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｒｉｃｅ￣ｆｒｉｅｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ ｓｌｉｃｅｓ

性状 判断依据 分值

外观颜色

焦褐色 １

黄棕色 ２

焦黄色 ３

米色泽

白色 １

焦黄色 ２

浅黄色 ３

气味
无 １

焦香气 ２

２.６　 米炒灵芝炮制工艺单因素实验

２.６.１　 炒制温度考察

取 １０ ｇ 大米ꎬ炒药机转速 ３０ ｒ / ｍｉｎꎬ炒至米冒烟ꎬ投入 ５０ ｇ 净制灵芝片[９]ꎬ炒制 ６ ｍｉｎꎮ 设置炒制温度为

１２０、１４０、１６０、１８０、２００ ℃ꎬ考察温度变化对各成分质量分数的影响ꎬ计算综合得分ꎮ
２.６.２　 炒制时间考察

取 １０ ｇ 大米ꎬ炒药机转速 ３０ ｒ / ｍｉｎꎬ炒至米冒烟ꎬ投入 ５０ ｇ 净制灵芝片[９]ꎬ１６０ ℃炒制ꎮ 设置炒制时间为

４、６、８、１０、１２ ｍｉｎꎬ考察炒制时间对各成分质量分数的影响ꎬ计算综合得分ꎮ
２.６.３　 药材和辅料比例考察

取一定量大米ꎬ炒药机转速 ３０ ｒ / ｍｉｎꎬ炒至米冒烟ꎬ投入 ５０ ｇ 净制灵芝片[９]ꎬ１６０ ℃炒制 １０ ｍｉｎꎬ药材和辅

料质量比例 １∶０.１５、１∶０.２０、１∶０.２５、１∶０.３０、１∶０.３５ꎬ考察药材和辅料比例对各成分质量分数的影响ꎬ计算综合得分ꎮ
２.７　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化米炒灵芝炮制工艺

参照文献[１０￣１１]ꎬ根据前期单因素实验考察结果ꎬ选择炒制温度(Ａ)、炒制时间(Ｂ)、药材和辅料比例(Ｃ)
为考察因素ꎬ设计三因素三水平ꎬ见表 ２ꎮ 以总多糖质量分数 ｗ总多糖(Ｙ１)、总三萜质量分数 ｗ总三萜(Ｙ２)、浸出

３
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物质量分数 ｗ浸出物(Ｙ３)及外观形状评分(Ｙ４)的综合评分(ＯＤ)为响应值ꎬ应用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １３.０ 软件进行

Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面实验设计ꎮ
表 ２　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 因素水平表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ

水平
因素

Ａ 炒制温度 / ℃ Ｂ 炒制时间 / ｍｉｎ Ｃ 药材和辅料质量比

１ １４０ ８ １ ∶０.１５

２ １６０ １０ １ ∶０.２０

３ １８０ １２ １ ∶０.２５

２.８　 层次分析法－熵权法确定综合权重系数

２.８.１　 层次分析法

采用层次分析法(ａｎａｌｙｔｉｃ ｈｉｅｒａｒｃｈｙ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＡＨＰ)主观评价各指标ꎬ确定各指标权重系数ꎮ 参照 １~９ 标

度法对 ４ 种指标两两相互比较并评判重要性ꎬ构建成对比较的优先判断矩阵ꎬ赋予各指标相应评分ꎬ进行归

一化并计算权重[１２]ꎬ见表 ３ꎮ 经主观分析后ꎬ确定灵芝各指标的优先顺序为:ｗ总三萜、ｗ总多糖、ｗ浸出物、外观性状

评分ꎬ据此将各指标及外观性状评分予以量化[１３]ꎮ
表 ３　 指标成分对比优先判断矩阵

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｏｒｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ ｆｏｒ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

权重指标 ｗ总 三萜 ｗ总 多糖 ｗ浸出物 外观形状评分

ｗ总三萜 １ ３ ５ ７

ｗ总多糖 １ / ３ １ ３ ５

ｗ浸出物 １ / ５ １ / ３ １ ３

外观性状评分 １ / ７ １ / ５ １ / ３ １

２.８.２　 熵权法

熵权法(ｅｎｔｒｏｐｙ ｗｅｉｇｈｔ ｍｅｔｈｏｄꎬ ＥＷＭ)为一种客观评价方法ꎬ在单因素考察的基础上ꎬ将方案中各个指

标测定的原始数据进行归一化法[１４]ꎮ 设 ｍ 个评价对象ꎬｎ 个评价指标的原始数据矩阵为 Ｖ ＝ (Ｙｉꎬｊ)ｍ×ｎꎬ在本

实验中ꎬ每个单因素考察方案有 ５ 个评价对象和 ４ 个评价指标ꎬ将实验得到的 ３ 个指标的含量和 １ 个外观性

状的评分建立原始数据矩阵ꎬ对其进行归一化ꎬ指标均为正向指标ꎬ利用公式(１)进行归一化ꎬ利用公式(２)
计算标准化数据 Ｓｉꎬｊꎬ按照公式(３)计算各指标的信息熵 Ｆ ｊꎬ按照公式(４)计算各指标权重系数[１４]ꎬ记为 Ｗ ｊꎮ

Ｙ∗
ｉꎬｊ ＝

Ｙｉꎬｊ － Ｙｍｉｎ

Ｙｍａｘ － Ｙｍｉｎ
ꎬ (１)

Ｓｉꎬｊ ＝
Ｙ∗

ｉꎬｊ

∑
ｍ

ｉ ＝ １
Ｙ∗

ｉꎬｊ

ꎬ (２)

Ｆ ｊ ＝ － ｋ∑
ｍ

ｉ ＝ １
Ｓｉꎬｊ ｌｎ Ｓｉꎬｊꎬ　 ｋ ＝ １

ｌｎ ｍ
ꎬ (３)

Ｗ ｊ ＝
１ － Ｆ ｊ

∑
ｎ

ｊ ＝ １
(１ － Ｆ ｊ)

ꎬ (４)

其中ꎬＹｉꎬｊ是第 ｉ 个评价对象ꎬ第 ｊ 个评价指标的测量值ꎻＳｉꎬｊ代表第 ｉ 个对象在第 ｊ 个指标上的特征比重或概

率ꎻＹ∗
ｉꎬｊ是归一化后的数据ꎻＦ ｊ 是第 ｊ 个指标的信息熵值ꎻｋ 值是标准化常数ꎻｍ 是评价对象的数量ꎻＷ ｊ 第 ｊ 个

指标的最终权重系数ꎮ

４
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２.８.３　 层次分析法－熵权法计算复合评分

ＡＨＰ 法偏向于人们的主观爱好ꎬ而 ＥＷＭ 法侧重于数据本身所蕴含的客观事实ꎬ因此ꎬ采用 ＡＨＰ 得主观权

重系数(Ａｊ)ꎬ运用 ＥＷＭ 法得客观权重系数(Ｗｊ)ꎬ主客观结合进行综合考虑[１５]ꎬ按照公式(５)计算综合权重(Ｎｊ)ꎮ

Ｎ ｊ ＝
Ａ ｊ × Ｗ ｊ

∑
ｎ

ｊ ＝ １
Ａ ｊ × Ｗ ｊ

ꎮ (５)

２.８.４　 综合评分

综合评分见公式(６):

综合评分＝ １００×(
Ｎ总三萜×ｗ总三萜

ｗ总三萜ｍａｘ
＋
Ｎ总多糖×ｗ总多糖

ｗ总多糖ｍａｘ
＋
Ｎ浸出物×ｗ浸出物

ｗ浸出物ｍａｘ
＋
Ｎ外观形状×ｆ

ｆｍａｘ
)ꎬ (６)

式中ꎬＮ 为样品数ꎬｗ 为质量分数ꎬｆ 为评分ꎮ
２.９　 灵芝饮片米炒前后抗氧化活性的测定

２.９.１　 供试品制备

取生灵芝饮片适量ꎬ粉碎过 ６０ 目标准筛后置锥形瓶中ꎬ以料液比 １ ∶３０(ｇ / ｍＬ)加入体积分数为 ５５％的

乙醇溶液ꎬ６０ ℃水浴 ２ ｈ、超声 ０.５ ｈ 后减压抽滤得滤液[１６]ꎮ 重复上述操作 ３ 次ꎬ将 ３ 次收集的滤液合并后旋

转蒸发浓缩至浸膏状ꎬ冷冻干燥ꎬ即得生灵芝冻干粉ꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ 取最佳炮制工艺制备的米炒灵芝

饮片适量ꎬ依照上述方法制备即得米炒灵芝冻干粉ꎮ
分别取上述样品粉末及抗坏血酸各适量ꎬ制成 ６２.５、１２５、２５０、５００、１ ０００、１ ５００、２ ０００ μｇ / ｍＬ 的待测溶液ꎮ

２.９.２　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力

根据文献[１７￣１８]方法ꎬ将已配制的灵芝梯度浓度样品溶液与 ０.２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＰＰＨ 无水乙醇溶液 １∶１(体
积比)混合均匀ꎬ室温下避光 ３０ ｍｉｎꎬ使用紫外可见分光光度计在 ５１７ ｎｍ 处测定吸光值ꎬ并参照公式(７)计
算 ＤＰＰＨ 自由基清除率 Ｉ:

Ｉ ＝
Ａ０ － Ａ１ ＋ Ａ２( )

Ａ０

× １００％ ꎬ (７)

式中 Ａ０为 ２ ｍＬ 无水乙醇加 ２ ｍＬ ＤＰＰＨ 无水乙醇溶液的吸光度ꎬＡ１为 ２ ｍＬ 样品溶液加 ２ ｍＬ ＤＰＰＨ 无水乙

醇溶液的吸光度ꎬＡ２为 ２ ｍＬ 样品溶液加 ２ ｍＬ 无水乙醇的吸光度ꎮ

２.９.３　 羟自由基清除能力

参照文献[１８]等的方法ꎬ精密移取 ３０％Ｈ２Ｏ２溶液 １ｍＬ、已配制的灵芝梯度浓度样品溶液１ ｍＬ、４ ｍｍｏｌ / ｍＬ

ＦｅＳＯ４溶液 １ ｍＬ 和 ４ ｍｍｏｌ / ｍＬ 水杨酸无水乙醇溶液 １ ｍＬ 混匀ꎬ于 ３７ ℃避光反应 ３０ ｍｉｎꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ

取上清液经 ０.２２ μｍ 微孔滤膜过滤后ꎬ使用紫外可见分光光度计在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度记作 Ａ′１ꎮ 用

１ ｍＬ无水乙醇溶液代替 Ａ′１中水杨酸无水乙醇ꎬ记作 Ａ′２ꎮ 用超纯水代替 Ａ′２中的不同质量浓度样品液ꎬ记作

Ａ′０ꎮ 以维生素 Ｃ 为阳性对照ꎮ 羟自由基清除率的计算方法见公式(８):

Ｉ′ ＝
Ａ′０ － Ａ′１ ＋ Ａ′２( )

Ａ′０
× １００％ ꎮ (８)

２.９.４　 ＡＢＴＳ＋自由基清除能力

参考文献[１９]ＡＢＴＳ＋自由基清除能力测定方法ꎬ精密量取 ７.４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＡＢＴＳ 溶液、２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 过硫酸

钾溶液等体积混合ꎬ于避光条件下反应 １２ ｈꎮ 采用紫外可见分光光度计测定母液吸光度ꎬ加入无水乙醇调节

至 ７３４ ｎｍ 处吸光度值为 ０.７０±０.０２ꎬ得到 ＡＢＴＳ＋母液备用ꎮ 取 ０.５ ｍＬ 已配制的灵芝梯度浓度样品溶液和

１.５ ｍＬ ＡＢＴＳ 稀释液于 Ｅｐ 管中涡旋均匀ꎬ避光反应 ５ ｍｉｎꎬ使用紫外可见分光光度计在 ７３４ ｎｍ 波长处测定

吸光值ꎬ并参照公式(９)计算清除率 Ｉ″ꎮ

５
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Ｉ″ ＝
Ａ″０ － Ａ″１ ＋ Ａ″２( )

Ａ′０
× １００ ％ ꎬ (９)

式中 Ａ″０为 ０.５ ｍＬ 超纯水加 １.５ ｍＬ ＡＢＴＳ 稀释液的吸光度ꎬＡ″１为 ０.５ ｍＬ 样品溶液加 １.５ ｍＬ ＡＢＴＳ 稀释液的

吸光度ꎬＡ″２为 ０.５ ｍＬ 样品溶液加 １.５ ｍＬ 超纯水的吸光度ꎮ

３　 结果与讨论

３.１　 米炒灵芝炮制工艺单因素实验

３.１.１　 炒制温度对米炒灵芝饮片综合评分影响

由图 １ 可知ꎬ当炒制温度为 １６０ ℃时ꎬ综合评分达到峰值ꎬ之后综合评分下降ꎮ 这主要是随着温度的升

高ꎬ导致灵芝饮片表皮被破坏ꎬ增加了灵芝饮片有效成分溶解ꎬ当温度超过 １６０ ℃时ꎬ灵芝饮片中多糖、三萜

等有效成分受热分解以及灵芝饮片外观炭化导致综合评分降低ꎮ 因此ꎬ选取综合评分较高的炒制温度(１４０、
１６０、１８０ ℃)３ 个水平进行响应面拟合探究ꎮ

图 １　 炒制温度对米炒灵芝综合得分的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｆｒｙｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ￣ｆｒｉｅｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ

３.１.２　 炒制时间对米炒灵芝饮片综合评分影响

图 ２ 显示综合评分呈现明显时间阈值效应ꎬ当炒制时间为 １０ ｍｉｎ 时ꎬ所得的综合评分最大ꎬ之后综合评

分急剧下降ꎮ 这可能是由于炒制时间较短ꎬ外观变化不大ꎬ导致有效成分溶出较少ꎬ随着炒制时间加长ꎬ在
１０ ｍｉｎ 时综合评分达到最大ꎬ之后由于炒制时间过长导致灵芝饮片有效成分分解ꎬ从而造成综合得分下降ꎮ
因此ꎬ选取炒制时间为 ６、８、１０ ｍｉｎ ３ 个水平进行响应面拟合探究ꎮ

图 ２　 炒制时间对米炒灵芝综合得分的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｆｒｙｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ￣ｆｒｉｅｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ

６



第 ３ 期 李志勇ꎬ等:基于 ＡＨＰ￣ＥＷＭ 与响应面法优化米炒灵芝工艺及炮制前后抗氧化活性对比

３.１.３　 药材跟辅料比例对米炒灵芝饮片综合评分影响

如图 ３ 所示ꎬ当药材跟辅料质量比为 １∶０.２０ 时ꎬ所得的综合评分最大ꎮ 推测是当辅料占比小时ꎬ与灵芝

饮片反应不充分ꎬ随着辅料占比增加ꎬ有效成分溶出增加ꎬ当超过 １∶０.２０ 时ꎬ辅料占比增加ꎬ对有效成分溶出

具有一定影响ꎮ 综上ꎬ选取药材和辅料质量比(１∶０.１５ꎬ１∶０.２０ꎬ１∶０.２５)３ 个水平进行响应面拟合探究ꎮ

图 ３　 药材与辅料比例对米炒灵芝综合得分的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ￣ｔｏ￣ａｕｘｉｌｉａｒｙ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ￣ｆｒｉｅｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ

３.２　 响应面优化实验

３.２.１　 响应面优化实验结果

ＡＨＰ 法偏向于人们的主观爱好ꎬＥＷＭ 法则避免了主观因素ꎬ侧重于数据本身所蕴含的客观事实ꎬ得到

的权重更具客观性ꎮ 基于响应面实验数据ꎬ由 ＡＨＰ￣ＥＷＭ 主客观综合确定米炒灵芝综合权重系数ꎬ见表 ４ꎮ
表 ４　 ＡＨＰ、ＥＷＭ、ＡＨＰ￣ＥＷＭ 法权重系数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｗｅｉｇｈｔｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ＡＨＰꎬ ＥＷＭ ａｎｄ ＡＨＰ￣ＥＷＭ ｍｅｔｈｏｄｓ

评价方法
各指标权重系数

ｗ总多糖 ｗ总三萜 ｗ浸出物 外观形状分数

ＡＨＰ ０.５５７ ９ ０.２６３ ３ ０.１２１ ９ ０.０５６ ９

ＥＷＭ ０.１９９ ９ ０.３５８ ７ ０.２７３ ３ ０.１６８ １

ＡＨＰ￣ＥＷＭ ０.４４８ ２ ０.３７９ ５ ０.１３３ ８ ０.０３８ ４

　 　 基于上述权重系数可计算米炒灵芝饮片的综合评分ꎬ通过 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １３.０ 软件对实验结果进行多元

拟合ꎬ得多项式回归模型方程:
Ｙ＝９１.２８－０.２３１ ３Ａ＋０.２９３ ７Ｂ－０.１００ ０Ｃ－１.２６ＡＢ－０.７１７ ５ＡＣ－０.０１２ ５ＢＣ－３.０３Ａ２－２.０２Ｂ２－１.８６Ｃ２ꎬｒ２ ＝０.９８４ ６ꎬ

实验结果见表 ５ꎮ
表 ５　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计与结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号 炒制温度 / ℃ 炒制时间 / ｍｉｎ
药材和辅

料比例
ｗ总多糖 / ％ ｗ总三萜 / ％ ｗ浸出物 / ％

外观形

状评分

ＯＤ 综合

评分

１ １４０ ８ １ ∶０.２０ ４.４８ １.０５ ６.６７ ５ ８４.８０

２ １８０ ８ １ ∶０.２０ ４.６８ １.１１ ６.９３ ５ ８７.０６

３ １４０ １２ １ ∶０.２０ ４.１４ １.２０ ５.８１ ５ ８７.９３

４ １８０ １２ １ ∶０.２０ ４.０３ １.４５ ６.０３ ５ ８５.１３

５ １４０ １０ １ ∶０.１５ ４.７５ １.１５ ６.０１ ５ ８６.００

７
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表 ５(续)

序号 炒制温度 / ℃ 炒制时间 / ｍｉｎ
药材和辅

料比例
ｗ总多糖 / ％ ｗ总三萜 / ％ ｗ浸出物 / ％

外观形

状评分

ＯＤ 综合

评分

６ １８０ １０ １ ∶０.１５ ４.０７ １.３８ ６.９９ ５ ８６.７８

７ １４０ １０ １ ∶０.２５ ４.８１ １.１１ ６.６７ ５ ８７.４５

８ １８０ １０ １ ∶０.２５ ３.９４ １.４１ ６.７０ ５ ８５.３６

９ １６０ ８ １ ∶０.１５ ４.４８ １.１１ ５.８１ ８ ８７.３１

１０ １６０ １２ １ ∶０.１５ ４.３４ １.４０ ６.３７ ５ ８７.９１

１１ １６０ ８ １ ∶０.２５ ４.４５ １.０４ ６.２３ ８ ８６.９２

１２ １６０ １２ １ ∶０.２５ ４.５１ １.０８ ７.２４ ６ ８７.４７

１３ １６０ １０ １ ∶０.２０ ４.４５ １.０４ ６.２３ ８ ９１.７９

１４ １６０ １０ １ ∶０.２０ ４.７６ １.１６ ６.３１ ８ ９１.９２

１５ １６０ １０ １ ∶０.２０ ４.２０ １.１４ ７.１７ ８ ９０.９５

１６ １６０ １０ １ ∶０.２０ ４.６４ １.１３ ６.５８ ８ ９１.０８

１７ １６０ １０ １ ∶０.２０ ４.４１ １.２６ ６.３０ ８ ９０.６６

３.２.２　 回归模型的建立与分析

根据表 ６ 分析方差结果ꎬ该二次项拟合模型的 Ｆ 值为 ４９.７７ꎬＰ<０.０００ １ꎬ说明模型具有高度统计学意义ꎻ
失拟项检验显示(Ｐ ＝ ０.９０１ ５>０.０５)ꎬ说明该模型在整个回归区域内的拟合情况良好ꎮ 方差分析显示:回归

模型一次项主效应中炒制温度(Ａ)、炒制时间(Ｂ)、药材与辅料比例(Ｃ)的 Ｐ<０.０５ꎬ表明其对米炒灵芝炮制

工艺影响显著ꎻ交互效应方面ꎬＡＢ、ＡＣ 的 Ｐ<０.０５ꎬ说明两者之间交互作用显著ꎬＢＣ 之间 Ｐ>０.５ꎬ表明 Ｂ 跟 Ｃ
两者交互对米炒灵芝炮制工艺影响不显著ꎮ 综合以上得出各工艺参数对米炒灵芝炮制工艺的影响强度由大

到小为炒制温度、炒制时间、药材与辅料比例ꎮ
表 ６　 二次多项式方程模型方差分析

Ｔａｂｅｌ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｄｒａｔｉｃ ｐｏｌｙｎｏｍｉａｌ ｍｏｄｅｌ

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

模型 ８７.５９ ９ ９.７４ ４９.７７ <０.０００ １ 显著

Ａ 炒制温度 ０.４２７ ８ １ ０.４２７ ８ ２.１９ ０.１８３ ６

Ｂ 炒制时间 ０.６９０ ３ １ ０.６９０ ３ ３.５３ ０.１０２ ４

Ｃ 药材跟辅料比例 ０.０８０ ０ １ ０.０８０ ０ ０.４０８ ８ ０.５４２ ９

ＡＢ ６.４０ １ ６.４０ ３２.７１ ０.０００ ７

ＡＣ ２.０６ １ ２.０６ １０.５２ ０.０１４ ２

ＢＣ ０.０００ ６ １ ０.０００ ６ ０.００３ ２ ０.９５６ ５

Ａ２ ３８.５９ １ ３８.５９ １９７.２１ <０.０００ １

Ｂ２ １７.２２ １ １７.２２ ８８.０１ <０.０００ １

Ｃ２ １４.４９ １ １４.４９ ７４.０４ <０.０００ １

残差 １.３７ ７ ０.１９５ ７

失拟项 １.１６６ ９ ３ ０.０５５ ６ ０.１８５ ０ ０.９０１ ５ 不显著

纯误差 １.２０ ４ ０.３００ ８

总误差 ８０.０４ １６

８
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３.２.３　 三维效应面分析

效应模型的效应面可直观反映各实验因素间的两两交互作用对灵芝炮制工艺的影响[２０]ꎮ 根据回归模型

方程ꎬ将炒制温度、炒制时间、药材与辅料比例对米炒灵芝炮制工艺的综合得分绘制成三维效应面图(图 ４)ꎮ
由图 ４ 可知ꎬ各个因素在实验范围内对米炒灵芝综合得分的影响程度由大到小为:炒制温度、炒制时间、药材

与辅料比例ꎮ 炒制温度和炒制时间、炒制温度和药材与辅料比例之间的交互关系较为显著ꎬ当炒制温度在小

于 １６０ ℃时ꎬ综合得分随温度的升高而增大ꎬ而随着炒制温度继续增加综合得分下降ꎮ 炒制时间和药材与辅

料比例之间的交互关系不显著ꎬ表现为曲面较为平缓ꎮ

图 ４　 各因素交互作用对米炒灵芝综合评分影响的响应面图

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ￣ｆｒｉｅｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ

３.２.４　 最佳工艺条件的预测

经过 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ.１３.０ 软件对实验数据进行分析处理ꎬ预测的最佳炮制工艺是炒制温度为 １５８.９１ ℃ꎬ
炒制时间为 １０.１８ ｍｉｎꎬ药材跟辅料质量比为 １∶０.２０ꎬ预测综合得分为 ９１.３０ꎮ 根据实际操作条件和炒药机控

温精确度对最佳炮制工艺进行改进ꎬ确定炒制温度为 １６０ ℃ꎬ炒制时间为 １０ ｍｉｎꎬ药材跟辅料质量比为 １∶０.２０ꎮ
３.２.５　 最佳工艺验证实验

依据优化出的米炒灵芝最佳工艺条件ꎬ炮制 ３ 批米炒灵芝饮片进行验证实验ꎬ实验结果见表 ７ꎮ 可知ꎬ
３ 批验证样品的综合得分分别为 ９０.２４、９２.０２、９１.４５ꎬ平均值为９１.２４ꎬ相对标准偏差为 ０.８１％ꎬ预测值为 ９１.３０ꎬ即
综合评分实测值与预测值的偏差控制在±３％以内ꎬ说明通过 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化得到的米炒灵芝炮

制工艺条件具有可行性ꎬ且炮制出的药品质量稳定ꎮ
表 ７　 工艺验证实验结果

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

批次
Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３ Ｙ４

ｗ总多糖 / ％ ｗ总三萜 / ％ ｗ浸出物 / ％ 外观形状评分
综合得分 预测值 偏差％

相对标准

偏差 / ％

１ １.１７ ３.３８ ６.２０ ８ ９０.２４ －０.０１

２ １.２０ ３.６３ ６.７０ ７ ９２.０２ ９１.３０ ０.０１ ０.８１

３ １.２９ ３.３９ ６.２０ ７ ９１.４５ ０.００２

３.３　 灵芝饮片米炒前后抗氧化活性对比

由图 ５ 可知ꎬ灵芝和米炒灵芝饮片提取物对 ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋、羟自由基的清除率均呈现显著质量浓度依赖

性ꎮ 从表 ８ 可以得出ꎬ经大米炒制后ꎬ灵芝饮片提取物对羟自由基、ＡＢＴＳ＋清除能力的半抑制浓度 ＩＣ５０值变

小ꎬ这表明达到相同清除率时米炒灵芝饮片所需质量浓度更小ꎬ由此可以看出灵芝饮片经过米炒炮制后抗氧

化活性增强ꎮ

９
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图 ５　 灵芝、米炒灵芝提取物抗氧化活性对比

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ ａｎｄ ｒｉｃｅ￣ｆｒｉｅｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ ｅｘｔｒａｃｔｓ

表 ８　 灵芝、米炒灵芝提取物 ＩＣ５０值(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ ８　 ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ ａｎｄ ｒｉｃｅ￣ｆｒｉｅｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ ｅｘｔｒａｃｔｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

单位:μｇ / ｍＬ

组别
各抗氧化活性 ＩＣ５０

ＤＰＰＨ 自由基 羟自由基 ＡＢＴＳ＋自由基

灵芝提取物 ３２９.８３±２.４４ ５６８.７３±１４.５４ ２５１.２６±０.５４

米炒灵芝提取物 ２６４.４９±０.８４∗∗∗ ４９６.０７±５.７０∗∗ ２３１.４９±２.８９∗∗∗

　 　 　 　 　 　 　 注:与生品相比ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎮ

４　 结论

本研究通过单因素实验结合 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法ꎬ构建了米炒灵芝炮制工艺优化体系ꎬ并创新性采用

层次分析法－熵权法组合赋权模型进行多指标综合评价ꎮ 结果表明ꎬ影响米炒灵芝饮片质量的显著参数为

炒制温度ꎬ工艺参数对米炒灵芝的影响程度由大到小依次为:炒制温度、炒制时间、药材跟辅料比例ꎻ当炒制

温度为 １６０ ℃ꎬ炒制时间为 １０ ｍｉｎꎬ药材跟辅料比例为 １∶０.２０ 时ꎬ米炒灵芝饮片综合评分最高ꎬ质量最优ꎮ 经

验证该炮制工艺质量稳定、合理可行ꎬ为规范灵芝米炒工艺提供了科学依据ꎮ
人体生命活动易产生大量的自由基ꎬ而过量的自由基可导致机体氧化与抗氧化体系的失衡ꎬ从而引发各

种疾病[２１]ꎮ 为系统评价米炒炮制工艺对灵芝饮片抗氧化活性的影响ꎬ采用 ＡＢＴＳ＋、ＤＰＰＨ、羟自由基体外自

由基清除实验进行多维度分析ꎮ 实验结果表明灵芝经过米炒炮制后ꎬ抗氧化能力增强ꎬ这一现象与米炒炮制

对灵芝活性成分的协同增效作用机理假说高度契合ꎮ
本研究筛选出米炒灵芝最佳炮制工艺ꎬ提供了具体、科学的炮制工艺参数ꎬ且经大米炒制后灵芝饮片抗

氧化能力显著提升ꎮ 不仅为阐明米制“甘味入脾”协同抗氧化机制提供数据支撑ꎬ更为后续米炒灵芝的质量

标准和药理作用研究奠定了基础ꎬ拓展了灵芝饮片的应用ꎮ
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