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基于 AHP-CRITIC 结合 Box-Behnken 设计-响应面法优化奶制手参的炮制
工艺及其质量控制研究  
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摘  要：目的  优化奶制手参 Gymnadenia conopsea的炮制工艺并采用 HPLC法建立其指纹图谱及指标成分含量测定方法。

方法  基于单因素实验结合 Box-Behnken设计-响应面法（Box-Behnken design-response surface methodology，BBD-RSM），

以料液比、炮制温度和炮制时间为考察因素，结合层次分析法（analytic hierarchy process，AHP）和基于指标相关性的权重

分配法（criteria importance through intercriteria correlation，CRITIC）综合赋权，以综合评分作为工艺优化评价标准。采用 HPLC

法建立指纹图谱，应用中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012.130723版本）、IBM SPSS Statistics 27.0、SIMCA 14.1软件，

结合层次聚类分析（hierarchical cluster analysis，HCA）、主成分分析（principal component analysis，PCA）和正交偏最小二乘

法-判别分析（orthogonal partial least squares-discrimination analysis，OPLS-DA）对不同产地的奶制手参质量进行评价。结果  

确定最佳炮制工艺参数为料液比 1∶2、温度 85 ℃、时间 15 min，经 3批验证试验综合评分为 83.446（RSD为 0.544%）。奶

制手参中天麻素、对羟基苯甲醇、dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A 和 militarine 的平均质量分数分别为 0.143%、

0.300%、0.600%、0.490%、0.870%和 0.880%。指纹图谱确定了 8个共有峰，13批样品相似度为 0.897～0.996，HCA将 13

批奶制手参分为 3类；OPLS-DA筛选出 militarine和对羟基苯甲醇为关键差异性成分。结论  建立的炮制工艺稳定可靠，所

构建的 HPLC指纹图谱结合多成分含量测定的质量控制方法科学合理，可为奶制手参质量控制提供依据。 
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Abstract: Objective  To optimize the processing technology of milk-processed Shoushen (Gymnadenia conopsea, GC) and establish 

its fingerprint and determination method for index components by HPLC. Methods  Based on single-factor experiments combined 

with Box-Behnken design-response surface methodology (BBD-RSM), the solid-liquid ratio, processing temperature, and processing 

time were investigated. The comprehensive weighting method combining analytic hierarchy process (AHP) and criteria importance 

through intercriteria correlation (CRITIC) was used, with the comprehensive score as the evaluation standard for process optimization. 

The HPLC method was applied to establish the fingerprint, and the traditional Chinese medicine chromatographic fingerprint similarity 

evaluation system (Version 2012.130723), IBM SPSS Statistics 27.0, and SIMCA 14.1 software were used. Quality evaluation of milk-

processed GC from different producing areas was conducted by combining hierarchical cluster analysis (HCA) and orthogonal partial 
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least squares-discrimination analysis (OPLS-DA). Results  The optimal processing parameters were determined as solid-liquid ratio 

1:2, temperature 85 ℃, and time 15 min. The comprehensive score of three batches of verification tests was 83.446 (RSD is 0.542%). 

The average contents of gastrodin, p-hydroxybenzyl alcohol, dactylorhin B, loroglossin, dactylorhin A, and militarine in milk-processed 

GC were 0.143%, 0.300%, 0.600%, 0.490%, 0.870%, and 0.880%, respectively. Eight common peaks were identified in the fingerprint, 

and the similarity of 13 batches of samples was 0.897—0.996. HCA classified the 13 batches of milk-processed GC into three 

categories; OPLS-DA screened out militarine and p-hydroxybenzyl alcohol as key differential components. Conclusion  The 

established processing technology is stable and reliable, and the quality control method combining HPLC fingerprint and multi-

component content determination is scientific and reasonable, which can provide a basis for the quality control of milk-processed GC. 

Key words: milk-processed Gymnadenia conopsea; processing technology; Box-Behnken design-response surface methodology; 

AHP-CRITIC weighting method; fingerprint; quality control; hierarchical cluster analysis; principal component analysis; orthogonal 

partial least squares-discrimination analysis; gastrodin; p-hydroxybenzyl alcohol; dactylorhin B; loroglossin; dactylorhin A; militarine 

 

手参为兰科手参属植物手参 Gymnadenia 

conopsea (L.) R. Br.的干燥块茎，又称手掌参、佛手

参，藏药名为旺拉，具有生精壮阳、增加体力的功

效[1]。手参多以奶制后入药，以增强其补益功效。

（ 奶制法”是藏医药独具特色的炮制方法之一，具有

悠久的历史和深厚的理论基础。在藏医药经典著作

（《四部医典》和（《晶珠本草》中，均记载了该方法的

理论依据及应用[2-3]。奶制手参是由藏药手参的干燥

块茎经乳汁煎煮、晒干等工艺炮制而成，被（《部颁

标准·藏药分册》（1979 年版）收载，具有补肾益

气、生精润肺等功效，可用于治疗肺病、肺虚咳喘、

肉食中毒、遗精阳痿等[4]。 

目前，奶制手参的炮制工艺缺乏明确的参数控

制，导致其质量参差不齐，难以保证临床使用的安

全性、有效性和质量可控性。Box-Behnken设计-响

应 面 法 （ Box-Behnken design-response surface 

methodology，BBD-RSM）是一种在工艺优化领域

广泛应用的实验设计手段，通过构建三维立体图形

直观地展示各因素间的交互效应，与传统方法如正

交试验设计和均匀设计相比，BBD-RSM 在工艺参

数的优化选择上展现出更高的准确性[5-6]。在优选最

佳炮制工艺时，选择单一成分作为检测指标不够全

面。因此，以多种化学成分为指标，通过 BBD-RSM

优化奶制工艺参数具有重要意义，既能传承传统炮

制经验，又能为其质量评价研究提供数据支撑。 

奶制手参现行标准仅被（《内蒙古蒙药饮片炮制

规范》2020年版收载，含量测定部分仅以多糖作为

质控指标。随着中药质量控制要求的提高，单一成

分的含量测定并不能全面科学地评价药材质量。指

纹图谱和多成分含量测定相结合已成为了常用的

质量控制策略，通过建立奶制手参多指标含量测定

方法，并结合指纹图谱和化学计量学可以更客观全

面地评价药材质量，为奶制手参质量标准提高提供

依据[7]。基于上述背景，本研究首先采用单因素法

考察料液比、炮制时间、炮制温度对奶制手参的影

响，再采用 AHP-CRITIC法结合 BBD-RSM优选奶

制手参的最佳炮制工艺。继而采用 HPLC技术建立

奶制手参中 6 种成分（天麻素、对羟基苯甲醇、

dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A、militarine）

的含量测定方法及化学指纹图谱，为奶制手参的质

量控制和评价提供科学依据和参考，同时也为其进

一步开发与临床应用奠定基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Shimadzu LC-20A型高效液相色谱仪，日本岛

津公司；UPT-II-10T型优普超纯水机，成都超纯科

技有限公司；SB 4200DTD型超声波清洗机，宁波

新芝生物科技股份有限公司；Sartorius BP121S型电

子天平，赛多利斯科学仪器（（北京）有限公司；DHG-

9023A型电热恒高温鼓风干燥箱，上海一恒科技有

限公司；KES-W21CS323型便携式电陶炉，深圳市

康家佳品智能电器科技有限公司；D3024型台式高

速微量小型离心机，大龙兴创实验仪器（（北京）股

份公司；TWS-26 型双列六孔电热恒温水浴锅，上

海喆图科学仪器有限公司；JP-800C 型高速多功能

粉碎机，永康市红太阳机电有限公司；V-1100D型

紫外-可见分光光度计，上海美谱达仪器有限公司。 

1.2  材料 

对照品天麻素，批号 NO.SG8080，北京索莱宝

科技有限公司；对照品 dactylorhin B、loroglossin、

dactylorhin A，自制；对照品对羟基苯甲醇（批号

RFS-D05911812016 ）、 militarine （ 批 号 RFS-

E04402007029），成都瑞芬思德丹生物科技有限公

司；经 HPLC测定，各对照品质量分数均＞97.0%；
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乙腈、磷酸均为色谱纯，成都市科隆化学品有限公

司；水为超纯水；其余试剂均为分析纯。 

本研究共收集 7批奶制手参（（S1～S7）和 6批

手参药材（D1～D6），由成都中医药大学杜蕾蕾副

教授鉴定，药材基原均为兰科手参属植物手参 G. 

conopsea (L.) R. Br.的干燥块茎，详细信息见表 1。 

表 1  样品信息 

Table 1  Sample information 

编号 来源 批号 规格 

S1 四川白玉县藏医院 240813 奶制 

S2 四川石渠县藏医院 240715 奶制 

S3 四川德格县藏医院 240820 奶制 

S4 四川得荣县藏医院 240716 奶制 

S5 四川宗萨藏医院 240809 奶制 

S6 四川甘孜州藏医院 240814 奶制 

S7 四川甘露海藏医院 240823 奶制 

D8 四川凉山州木里藏族自治县 241214 生品 

D9 四川若尔盖县 241125 生品 

D10 四川红原县 241207 生品 

D11 四川理塘县 241217 生品 

D12 青海贵德县贝珠牙药材有限公司 241221 生品 

D13 四川色达县 241208 生品 
 

2  方法与结果 

2.1  奶制手参炮制方法 

取净制手参，加入适量牛奶（以完全浸没为

度），文火慢煮至充分煮透。取出，置于通风处晾干，

即得奶制手参。 

2.2  指标成分的含量测定 

2.2.1  供试品溶液的制备  取奶制手参粉末（编号

S1）约 1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入

50%甲醇 25 mL，密塞，称定质量，超声处理（功率

200 W、频率 40 kHz）15 min，放冷，再称定质量，

用 50%甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液，经 0.45 μm微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 

2.2.2  对照品溶液的制备  分别取天麻素、对羟基

苯甲醇、dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A、

militarine对照品适量，各自精密称量，置于 50 mL

量瓶内，向其中加入 50%甲醇溶解，制成质量浓度

分别为 209.0、216.4、208.6、212.2、214.8、207.4 

μg/mL的对照品储备液。 

2.2.3  色谱条件  月旭 Xtimate 系列 C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；用流动相乙腈-0.1%磷

酸水溶液进行梯度洗脱：0～12.0 min，3%～15%乙

腈；12.0～20.0 min，15%～25%乙腈；20.0～22.5 

min，25%～90%乙腈；22.5～30.0 min，90%乙腈；

体积流量 1 mL/min；柱温 30 ℃；检测波长 220 nm；

进样量 10 μL。混合对照品溶液和供试品溶液色谱

图见图 1。 

 

 

1-天麻素；2-对羟基苯甲醇；3-dactylorhin B；4-loroglossin；5-

dactylorhin A；6-militarine。 

1-gastrodin; 2-p-hydroxybenzyl alcohol; 3-dactylorhin B; 4-

loroglossin; 5-dactylorhin A; 6-militarine. 

图 1  混合对照品 (A) 及奶制手参样品 (B) 的 HPLC 图 

Fig.1  HPLC of mixed reference substances (A) and milk-

processed G. conopsea samples (B) 

2.2.4  线性关系考察  分别取上述天麻素、对羟基

苯甲醇对照品储备液 0.1、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，

置于 5 mL量瓶中，加入 50%甲醇定容至刻度，制

得系列质量浓度的对照品溶液；分别吸取上述

dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A和 militarine

对照品储备液 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mL，置于 10 

mL 量瓶中，加入 50%甲醇定容至刻度，制得系列

质量浓度的对照品溶液，在上述色谱条件下进样测

定。以对照品质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵

坐标（Y）进行线性回归，得回归方程分别为天麻素

Y＝20 882.0 X－7 912.5，R2＝1.000 0，线性范围

3.99～39.94 µg/mL；对羟基苯甲醇 Y＝40 763.0 X－

9 811.7，R2＝0.999 6，线性范围 4.23～40.35 µg/mL；

dactylorhin B Y＝13 065.0 X－9 938.6，R2＝0.999 7，

线性范围 10.32～50.23 µg/mL；loroglossin Y＝14 229.0 

X－6 613.2，R2＝0.999 7，线性范围 10.29～50.02 

µg/mL；dactylorhin A Y＝13 812.0 X－5 815.9，R2＝

0.999 9，线性范围 10.18～50.07 µg/mL；militarine  

Y＝16 947.0 X＋62 553.0，R2＝1.000 0，线性范围

10.02～49.95 µg/mL；结果表明各成分在各自质量浓

度范围内有良好的线性关系。 

2.2.5  精密度试验  取按照 2.2.1”项下方法制备

的供试品溶液，在上述色谱条件下连续进样测定 6
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次，结果天麻素、对羟基苯甲醇、dactylorhin B、

loroglossin、dactylorhin A、militarine峰面积的 RSD

分别为 0.83%、1.78%、0.62%、1.56%、0.64%、1.57%，

结果表明该仪器精密度良好。 

2.2.6  稳定性试验  取按照 2.2.1”项下方法制备

的供试品溶液，分别于制备后 0、2、4、6、8、12 h

进样测定，结果天麻素、对羟基苯甲醇、dactylorhin 

B、loroglossin、dactylorhin A、militarine 峰面积的

RSD分别为 1.37%、1.04%、0.82%、1.88%、0.72%、

1.46%，结果表明供试品溶液在 12 h内稳定性良好。 

2.2.7  重复性试验  取奶制手参（编号 S1）6份，

按照 2.2.1”项下方法平行制备供试品溶液 6份，

在 2.2.3”项下色谱条件进样测定，结果天麻素、

对羟基苯甲醇、dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin 

A、militarine质量分数的RSD分别为 1.44%、1.90%、

1.79%、1.91%、0.87%、0.68%，结果表明该方法重

复性良好。 

2.2.8  加样回收率试验  取已测知含量的 6份奶制

手参（编号 S1），每份 0.5 g，精密称定，每份与 2.2.2”

项中相应成分对照品均以含量为 1∶1的比例加入，

制备供试品溶液。按照 2.2.3”项下色谱条件进样

测定，计算加样回收率，结果天麻素、对羟基苯甲

醇、dactylorhin B、 loroglossin、dactylorhin A、

militarine 的平均加样回收率分别为 103.99%、

101.90%、98.51%、100.33%、103.20%、99.82%，

RSD分别为 2.21%、1.94%、1.71%、2.01%、0.77%、

1.13%，结果表明该方法准确度良好。 

2.3  多糖含量测定 

参照多糖试剂盒说明书（（苏州格锐思生物科技

有限公司），对样品粉末应用水提醇沉方法进行提

取分离，而后应用苯酚-浓硫酸法进行显色反应，绘

制标准曲线，得到线性回归方程为 Y＝4.820 5 X＋

0.391 8，R2＝0.999 3。测定各样品中多糖含量，多

糖计算公式如下。 

多糖含量＝样品质量浓度×稀释倍数/样本质量 

2.4  奶制手参综合评分计算方法 

2.4.1  AHP 法权重确定  本实验以天麻素（Y1）、

对羟基苯甲醇（Y2）、dactylorhin B（Y3）、loroglossin

（Y4）、dactylorhin A（Y5）、militarine（Y6）以及总多

糖（Y7）的质量分数作为指标，经过主观分析，确

定各指标的优先顺序，根据 AHP理论判断矩阵 1～

9[8-9]，构建两两比较的判断矩阵，所有指标的重要

程度为以下顺序：即天麻素＝对羟基苯甲醇＞总多

糖＞dactylorhin B＝dactylorhin A＞ loroglossin＞

militarine，结果见表 2。结果显示，得到的权重系数

分别为 0.272、0.272、0.145、0.096、0.096、0.067、

0.051，AHP 法经过一致性检验，一致性指标为

0.017，一致性比例为 0.013，均小于 0.1，表明该矩

阵具有一致性，所确定的权重系数有效。 

表 2  AHP 层次分析矩阵 

Table 2  AHP hierarchy analysis matrix 

权重指标 Y1 Y2 Y7 Y3 Y5 Y4 Y6 权重 

Y1 1 1 2 3 3 4 5 0.272 

Y2 1 1 2 3 3 4 5 0.272 

Y7 1/2 1/2 1 2 2 2 2 0.145 

Y3 1/3 1/3 1/2 1 1 2 2 0.096 

Y5 1/3 1/3 1/2 1 1 2 2 0.096 

Y4 1/4 1/4 1/2 1/2 1/2 1 2 0.067 

Y6 1/5 1/5 1/2 1/2 1/2 1/2 1 0.051 
 

2.4.2  CRITIC法权重确定  将得到的各项成分数据

进行标准化处理，本实验所用指标均为正向指标，

各项成分标准化值＝(测量值－最小值)/(最大值－

最小值)消除量纲，采用 SPSS AU在线软件（https:// 

spssau.com/）对标准化后数据进行相关性分析，依

照 CRITIC 法计算每个因素的权重，权重系数分别

为 0.185、0.166、0.169、0.134、0.120、0.116、0.110。 

2.4.3  综合权重的确定  通过AHP法和CRITIC法

计算评价指标天麻素、对羟基苯甲醇、总多糖、

dactylorhin B、dactylorhin A、loroglossin、militarine的

相关权重，得到的相关权重按公式 ω 复合 ij＝ωAHPij×

ωCRITICij/∑ωAHPij×ωCRITICi得到复合权重。权重系数

分别为 0.319、0.287、0.155、0.081、0.073、0.049、

0.036。 

2.4.4  综合评分   以天麻素、对羟基苯甲醇、

dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A、militarine

和总多糖的综合评分（OD）作为参考指标，根据公

式：OD＝100 W1Y1/Y1max＋100 W2Y2/Y2max＋100 W3Y3/ 

Y3max＋100 W4Y4/Y4max＋100 W5Y5/Y5max＋100 W6Y6/ 

Y6max＋100 W7Y7/Y7max。Y1～Y7分别为天麻素、对羟

基苯甲醇、dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A、

militarine和总多糖的含量，Y1max～Y7max分别为 7个

指标值中的最大值。 

2.5  单因素考察手参奶制工艺 

2.5.1  辅料用量的考察  取手参药材5份（编号D8，

50 g/份），分别按 1∶1.0、1∶1.5、1∶2.0、1∶2.5、

1∶3.0的比例加入牛奶，80 ℃煎煮15 min后，50 ℃
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干燥 5 h，即得。计算天麻素、对羟基苯甲醇、

dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A、militarine

和总多糖含量测定结果，结果见表 3，随着辅料用

量的增加，综合评分先升高后降低，因此在后续优

化实验中，选择料液比为 1∶1.5、1∶2.0、1∶2.5。 

2.5.2  炮制温度的考察  取手参药材5份（编号D8，

50 g/份），加入 2倍量牛奶，分别在 60、70、80、90、

100 ℃下煎煮 15 min，50 ℃干燥 5 h，即得。计算

天麻素、对羟基苯甲醇、dactylorhin B、loroglossin、

dactylorhin A、militarine和总多糖含量测定结果，结

果见表 4，随着炮制温度的增加，综合评分呈先增加

后降低的趋势，因此在后续优化实验中，选择炮制

时间为 70、80、90 ℃。 

2.5.3  炮制时间的考察  取手参药材5份（编号D8， 

表 3  辅料用量考察结果 

Table 3  Excipient dosage study results 

料液比 
质量分数/% 

OD 
天麻素 对羟基苯甲醇 dactylorhin B loroglossin dactylorhin A militarine 总多糖 

1∶1.0 0.076 0.693 0.460 0.382 0.359 1.120 60.354 93.245 

1∶1.5 0.077 0.705 0.465 0.458 0.369 1.185 65.430 97.079 

1∶2.0 0.078 0.715 0.470 0.476 0.395 1.213 77.196 99.170 

1∶2.5 0.061 0.540 0.394 0.441 0.338 1.019 75.904 80.960 

1∶3.0 0.052 0.277 0.329 0.338 0.187 0.751 76.690 58.626 

表 4  炮制温度考察结果 

Table 4  Investigation results on processing temperature 

炮制温度/ 

℃ 

质量分数/% 
OD 

天麻素 对羟基苯甲醇 dactylorhin B loroglossin dactylorhin A militarine 总多糖 

60 0.080 0.522 0.201 0.346 0.158 0.851 65.474 73.079 

70 0.101 0.635 0.367 0.370 0.214 0.942 68.158 92.288 

80 0.096 0.637 0.495 0.374 0.335 1.039 78.032 97.683 

90 0.086 0.617 0.356 0.339 0.321 1.030 77.331 88.941 

100 0.079 0.572 0.299 0.333 0.231 0.991 74.036 80.479 
 

50 g/份），加入 2倍量牛奶，80 ℃分别煎煮 12、13、

14、15、16 min，50 ℃干燥 5 h，即得。计算天麻

素、对羟基苯甲醇、dactylorhin B、loroglossin、

dactylorhin A、militarine和总多糖含量测定结果，结

果见表 5，随着煎煮时间的增加，综合评分呈先增

加后降低的趋势，因此在后续优化实验中，选择炮

制时间为 14、15、16 min。 

2.6  BBD-RSM 优化奶制手参的炮制工艺 

2.6.1  BBD 实验设计及结果  取同一批手参药材

（编号 D8），通过单因素实验结果定料液比（X1）、

炮制温度（X2）和炮制时间（X3）的范围，以 7种

化学成分含量的综合评分为响应值，依据 Design-

Expert 13.0软件，采用 BBD实验设计 3因素 3水

平的响应面分析法对工艺参数进行优化。按照 BBD

实验设计方法炮制奶制手参，BBD实验设计及结果

见表 6。 

2.6.2  模型拟合与方差分析  应用 Design-Expert 

13.0软件进行数据拟合分析，得到二元回归方程 Y＝

85.380＋0.107 5 X1＋0.537 5 X2＋1.660 X3＋X1X2＋

1.030 X1X3＋1.560 X2X3－10.820 X1
2－4.810 X2

2－2.240 

表 5  炮制时间考察结果 

Table 5  Results of processing time investigation 

炮制时间/ 

min 

质量分数/% 
OD 

天麻素 对羟基苯甲醇 dactylorhin B loroglossin dactylorhin A militarine 总多糖 

12 0.089 0.725 0.249 0.220 0.306 0.917 69.339 70.775 

13 0.110 0.739 0.381 0.260 0.353 0.969 72.354 82.856 

14 0.140 0.742 0.459 0.329 0.398 1.182 77.085 94.910 

15 0.142 0.818 0.471 0.337 0.449 1.167 87.097 98.963 

16 0.132 0.765 0.419 0.296 0.301 0.989 84.577 89.388 
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表 6  响应面实验设计与结果 

Table 6  Response surface experimental design and results 

序号 X1 X2/℃ X3/min Y1/% Y2/% Y3/% Y4/% Y5/% Y6/% Y7/% OD 

1 1∶1.5 (−1) 70 (−1) 15 (0) 0.092 0.741 0.501 0.269 0.602 1.218 61.758 68.93 

2 1∶2.5 (+1) 70 15 0.139 0.748 0.194 0.272 0.282 1.046 61.578 68.32 

3 1∶1.5 90 (+1) 15 0.119 0.695 0.396 0.335 0.555 1.406 58.802 70.49 

4 1∶2.5 90 15 0.112 0.898 0.314 0.235 0.341 1.444 61.965 71.27 

5 1∶1.5 80 (0) 14 (−1) 0.107 0.790 0.400 0.332 0.540 1.555 60.373 72.12 

6 1∶2.5 80 14 0.132 0.622 0.508 0.342 0.544 0.942 53.387 70.41 

7 1∶1.5 80 16 (+1) 0.113 0.794 0.248 0.221 0.347 1.484 90.359 72.18 

8 1∶2.5 80 16 0.126 0.760 0.425 0.332 0.450 1.627 65.201 74.58 

9 1∶2.0 (0) 70 14 0.139 0.711 0.315 0.349 0.565 1.362 84.556 77.69 

10 1∶2.0 90 14 0.098 0.736 0.474 0.365 0.639 1.279 81.983 74.46 

11 1∶2.0 70 16 0.157 0.827 0.258 0.249 0.300 1.171 85.520 79.09 

12 1∶2.0 90 16 0.187 0.876 0.285 0.257 0.374 1.260 56.339 82.11 

13 1∶2.0 80 15 0.170 0.827 0.469 0.371 0.652 1.708 66.483 87.71 

14 1∶2.0 80 15 0.129 0.941 0.488 0.384 0.622 1.712 65.979 84.40 

15 1∶2.0 80 15 0.157 0.820 0.506 0.380 0.615 1.774 71.795 86.62 

16 1∶2.0 80 15 0.133 0.797 0.472 0.398 0.634 1.697 84.127 83.72 

17 1∶2.0 80 15 0.129 0.797 0.487 0.389 0.690 1.713 87.485 84.44 
 

X3
2。方差分析结果如表 7所示，由方差分析可知，

以综合评分作为响应值时，该模型 P＜0.000 1，说

明所采用的回归模型具有统计学意义；失拟项 P＝

0.618 5＞0.05，失拟项不显著，表明所建立的拟合模

型能够预测实际情况。模型相关系数 R2＝0.975 7，

由 X1（料液比）、X2（炮制温度）、X3（炮制时间）

3个因素的 F值可知，对炮制工艺影响的重要性顺

序为 X3＞X2＞X1。综上，可认为该回归模型拟合充

分，可用于炮制工艺进行预测。 

2.6.3  炮制工艺预测及验证实验  通过响应曲面

3D 图倾斜度可以确定两者对响应值的影响程度，

倾斜度越高，说明两者交互作用越显著；等高线图

呈椭圆形表示 2因素交互作用显著，呈圆形表示两

因素交互作用不显著[10-11]。从图 2中可以看出，料

液比（X1）与炮制温度（X2）、料液比（X1）与炮制

时间（X3）的交互作用比较显著，炮制温度（X2）

与炮制时间（X3）的交互作用不显著。通过 Design 

Expert 13 软件优化，得到最佳工艺条件为料液比

1∶1.857，炮制温度 86.114 ℃，炮制时间 15.019 

min，预测综合评分为 82.980。结合实际操作可行

性，调整优化条件为料液比 1∶2，炮制温度 85 ℃，

炮制时间 15 min。 

取同一批手参药材（（编号 D8），按最佳炮制工

艺进行 3次验证实验，计算综合评分，结果见表 8。

验证结果平均综合评分为 83.446，RSD为 0.544%，

与预测结果接近，表明该工艺稳定。 

2.7  HPLC 测定奶制手参中 6 种化学成分的含量 

取自主收集的手参药材（（编号 D8～D13生品），

严格按照（ 2.6.3”中最佳炮制工艺进行制备，获得

相应批次的奶制手参成品（S8～S13）；将其与从 7 

表 7  回归模型方差分析 

Table 7  Analysis of variance (ANOVA) for regression models 

误差来源 平方和 自由度 均方差 F值 P值 显著性 误差来源 平方和 自由度 均方差 F值 P值 显著性 

模型 694.640 9 77.180 31.250 ＜0.000 1 极显著 X1
2 492.960 1 492.960 199.590 ＜0.000 1  

X1 0.092 1 0.092 0.035 0.852 1  X2
2 97.220 1 97.220 39.360 0.000 4  

X2 2.310 1 2.310 0.936 0.365 6  X3
2 21.040 1 21.040 8.520 0.022 4  

X3 22.040 1 22.040 8.930 0.020 3  残差 17.290 7 2.470    

X1X2 0.483 1 0.480 0.196 0.671 7  失拟项 5.720 3 1.910 0.696 0.618 5 不显著 

X1X3 4.220 1 4.220 1.710 0.232 3  纯误差 11.570 4 2.890    

X2X3 9.770 1 9.770 3.950 0.087 1         



·6154· 中草药 2025年 9月 第 56卷 第 17期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 September Vol. 56 No. 17 

    

             

             

图 2  料液比 (X1)、炮制温度 (X2)、炮制时间 (X3) 交互作用的三维响应面图和等高线图 

Fig. 2  Three-dimensional response surface plots and contour plots illustrating interaction effects between solid-liquid ratio 

(X1), processing temperature (X2), and processing time (X3) 

表 8  验证实验结果 

Table 8  Results of validation tests 

序号 
质量分数/% 

OD 平均值 RSD/% 
天麻素 对羟基苯甲醇 dactylorhin B loroglossin dactylorhin A militarine 总多糖 

1 0.149 0.673 0.356 0.285 0.333 1.708 62.892 82.955 83.446 0.544 

2 0.150 0.649 0.366 0.293 0.357 1.730 65.550 83.531   

3 0.156 0.663 0.370 0.287 0.346 1.682 62.082 83.851   
 

家藏医院收集的临床在用传统奶制品（编号 S1～

S7）共同进行含量测定。按（ 2.2.1”项下方法制备

奶制手参供试品溶液，并在上述色谱条件下进样测

定，计算含量，结果见表 9。结果表明，13批奶制

手参样品中天麻素、对羟基苯甲醇、dactylorhin B、

loroglossin、dactylorhin A、militarine质量分数分别

为 0.083%～0.278%、0.153%～0.799%、0.282%～

1.166%、 0.181%～ 0.858%、 0.324%～ 1.643%、

0.549%～2.032%。 

2.8  奶制手参 HPLC 指纹图谱的建立 

2.8.1  色谱条件  月旭 Xtimate 系列 C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；用流动相乙腈-0.1%磷

酸水溶液进行梯度洗脱：0～12.0 min，3%～15%乙

腈；12.0～20.0 min，15%～25%乙腈；20.0～22.5 

min，25%～90%乙腈；22.5～30.0 min，90%乙腈；

体积流量 1 mL/min；柱温 30 ℃；检测波长 220 nm；

进样量 10 μL。 

2.8.2  精密度试验  取奶制手参（编号 S1），按照

 2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按照 2.8.1”项

下色谱条件连续进样测定 6次，获得指纹图谱，以

3 号峰（对羟基苯甲醇）为参照峰（S），计算得到

各共有峰相对峰面积的 RSD＜3%，相对保留时间

的 RSD＜3%，结果表明该仪器精密度良好。 

2.8.3  稳定性试验  取奶制手参（编号 S1），按照

 2.2.1”项下方法制备供试品溶液，按照 2.8.1”项

下色谱条件分别在制备后 0、2、4、6、8、12 h进

样测定，获得指纹图谱，以 3号峰（对羟基苯甲醇）

为参照峰（S），计算得到各个共有峰相对峰面积的

RSD＜3%，相对保留时间的 RSD＜3%，结果表明

供试品溶液在 12 h内稳定性良好。 
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表 9  13 批奶制手参中 6 种成分的含量测定结果 

Table 9  Determination results of six components in 13 batches of milk-processed G. conopsea 

编号 

质量分数/% 

编号 

质量分数/% 

天麻素 
对羟基 

苯甲醇 

dactylorhin 

B 
loroglossin 

dactylorhin 

A 
militarine 天麻素 

对羟基 

苯甲醇 

dactylorhin 

B 
loroglossin 

dactylorhin 

A 
militarine 

S1 0.278 0.348 0.662 0.689 1.179 0.549 S8 0.109 0.188 0.371 0.486 0.871 1.179 

S2 0.037 0.222 0.282 0.250 0.386 0.740 S9 0.116 0.284 0.428 0.405 0.623 0.646 

S3 0.088 0.365 0.654 0.524 0.978 0.677 S10 0.083 0.284 0.299 0.181 0.324 0.747 

S4 0.255 0.197 1.008 0.460 0.970 0.565 S11 0.170 0.273 1.166 0.858 1.633 0.999 

S5 0.092 0.222 1.035 0.834 1.643 0.796 S12 0.154 0.799 0.330 0.295 0.398 2.032 

S6 0.152 0.324 0.631 0.752 1.071 0.872 S13 0.215 0.153 0.599 0.386 0.809 0.744 

S7 0.109 0.237 0.336 0.252 0.422 0.893        
 

2.8.4  重复性试验  取奶制手参（编号 S1）供试品

溶液 6份，按照 2.8.1”项下色谱条件进行测定，

获得指纹图谱，以 3号峰（对羟基苯甲醇）为参照

峰（S），计算得到各共有峰相对峰面积的 RSD＜

3%，相对保留时间的 RSD＜3%，结果表明该方法

重复性良好。 

2.8.5  指纹图谱的建立与相似度评价  取 13 批奶

制手参样品，按照 2.2.1”项下方法制备供试品溶

液。精密吸取各样品溶液 10 μL，依次进样测定，记

录 HPLC色谱图 30 min，将各色谱图在检测波长为

220 nm 处的数据转换成 AIA 格式，导入《中药色

谱指纹图谱相似度评价系统》（2012年版），采用中

位数法，将编号 S1 样品的图谱设为参照图谱，时

间窗宽度设为 0.1 min，进行多点校正和Mark峰匹

配，得到 13 批样品的 HPLC 叠加指纹图谱及共有

模式的对照指纹图谱（图 3）。结果共确定了 8个共

有峰，通过与对照品比较，确定了 6个色谱峰的归

属，即 2号峰为天麻素、3号峰为对羟基苯甲醇、5

号峰为 dactylorhin B、6号峰为 loroglossin、7号峰

为 dactylorhin A、8号峰为 militarine。 

以共有模式为对照图谱，运用（《中药色谱指纹

图谱相似度评价系统》（2012年版）对 13批奶制手

参进行相似性分析，得到各批次奶制手参与对照图

谱的指纹图谱相似度，结果分别为 0.976、0.981、

0.951、0.945、0.960、0.992、0.978、0.972、0.996、

0.962、0.961、0.897、0.982，其中 S12（（青海产地）

相似度最低（0.897），表明不同产地的奶制手参含

量存在一定的差异。 

2.9  统计分析 

2.9.1  层次聚类分析（hierarchical cluster analysis， 
 

 

2-天麻素；3-对羟基苯甲醇；5-dactylorhin B；6-loroglossin；7-dactylorhin A；8-militarine。 

2-gastrodin; 3-p-hydroxybenzyl alcohol; 5-dactylorhin B; 6-loroglossin; 7-dactylorhin A; 8-militarine. 

图 3  13 批奶制手参 HPLC 叠加指纹图谱 (S1～S13) 及其对照指纹图谱 (R) 

Fig. 3  Overlaid HPLC fingerprint chromatograms of 13 batches of milk-processed G. conopsea (S1—S13) and their 

reference fingerprint (R) 
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HCA）  采用不同批次的奶制手参样品中 8个共有

峰的峰面积作为变量，运用 SPSS 26.0软件进行系

统聚类分析。分析方法选择组间联接法（between-

groups linkage），距离度量采用平方欧氏距离[12]。聚

类分析结果（图 4）显示，当欧式距离阈值为 5时，

13批奶制手参样品可划分为 3个聚类群：第 1类包

含 S5和 S11 2个批次；第 2类仅包含 S12批次；其

余 9个批次（S1～S4、S6～S10）聚为第 3类。这一

聚类模式表明，不同批次的奶制手参在化学成分含

量上存在明显差异。 

 

图 4  不同批次奶制手参聚类分析图 

Fig. 4  Cluster analysis plot of different batches of dairy 

ginseng products 

2.9.2  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  以 13 批奶制手参中共有峰的峰面积为变

量，采用 SIMCA 14.1软件进行 PCA，结果（图 5）

显示，样品可分为 3类：S5和 S11聚为一类，S12

单独成类，其余批次（S1～S4、S6～S10）聚为第 3

类。这一分类模式与 HCA 结果高度一致，该分析

不仅佐证了 HCA 的可靠性，同时为后续关键差异

成分的筛选提供了依据[13]。 

2.9.3  正交偏最小二乘法-判别分析（orthogonal 
 

 

图 5  13 批奶制手参的 PCA 得分图 

Fig. 5  PCA score plot for 13 batches of milk-processed G. 

conopsea 

partial least squares-discrimination analysis，OPLS-

DA）  为了进一步明确不同批次样品间的差异性

成分，选取 13 批奶制手参的 8 个主要共有峰的峰

面积作为变量，采用 SIMCA 14.1软件进行 OPLS-

DA，结果如图 6-A所示。OPLS-DA模型中累积解

释能力参数 R2
Xcum为 0.921，R2

Ycum为 0.873，预测

能力参数 Q2
cum为 0.696＞0.5，表明所建模型稳定、

可靠。 

为进一步评估模型的准确性和预测能力，对模

型采取 200次置换实验，结果（图 6-B）显示，Q2＝

−1.36＜0，表明模型不存在拟合过的现象，即置换

检验过关，模型准确、预测力强。根据此模型可得

VIP 值得分图（图 6-C），以 VIP＞1为标准，确定

峰 8（militarine）和峰 3（对羟基苯甲醇）为关键差

异成分，其 VIP值依次降低，表明二者在不同批次

间含量差异显著，可能是影响奶制手参质量特征的

主要化学标志物。 

 

 

 

图 6  13 批奶制手参的 OPLS-DA 得分图 (A)、OPLS-DA

置换检验图 (B)、VIP 得分图 (C) 

Fig. 6  OPLS-DA score plot (A), OPLS-DA permutation 

test plot (B), VIP score chart (C) for 13 batches of milk-

processed G. conopsea 
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3  讨论 

在前期预实验中，系统考察了不同烘干时长

（（1～6 h，梯度设置 6个时间点）对奶制手参感官品

质的影响。结果表明，当烘干时间≤4 h时，产品质

地偏软且伴有轻微刺激性气味；延长至 6 h则出现

微糊现象，故最终确定 5 h为最佳烘干时长。单因

素考察指标选择的依据主要基于 2个方面：其一，

有机酸苄酯糖苷类是由天麻素与 2-异丁基酒石酸

或 2-异丁基苹果酸形成的单酯或双酯类化合物，作

为手参关键药效成分具有益智、镇静等活性[14-16]，

其结构中的天麻素片段可通过酯酶水解释放，具有

与天麻素及其苷元相似的活性；其二，经奶制处理

后多糖的含量显著提升。因此，本研究选取 6种天

麻素类衍生物（（天麻素、对羟基苯甲醇、dactylorhin 

B、loroglossin、dactylorhin A和 militarine）及多糖

作为评价指标。采用 BBD-RSM进行工艺优化时，

同时引入 AHP-CRITIC复合熵权法，将主观经验判

断与客观数据分析相结合，既规避了纯主观赋权的

科学性缺陷，又确保了信息分布的均衡性，从而获

得稳定可靠的优化结果[17-18]。 

本研究对HPLC含量测定的供试品溶液制备方

法进行了系统优化，考察了不同甲醇体积分数

（（30%、50%、70%、100%）、提取方式（回流、超

声）及提取时间（15、30、45 min）对指标成分溶

出的影响。结果表明，天麻素类成分因其亲水性糖

苷特性，在高浓度甲醇中溶出较低，而有机溶剂浓

度过低则易导致提取液黏稠，影响过滤效率[19]。对

比不同提取方法发现，超声提取效果优于回流，但

延长超声时间可能引起目标成分降解。基于上述结

果，最终确定 50%甲醇溶液 25 mL超声提取 15 min

为最优制备条件。此外，对色谱条件（（流动相组成、

检测波长、柱温、色谱柱等）进行筛选，发现以乙

腈-0.1%磷酸水溶液为流动相、220 nm 检测波长及

30 ℃柱温时，各色谱峰分离度最佳，基线稳定，符

合定量分析要求。 

中药指纹图谱可全面反映化学成分信息[20]，本

研究首次采用 HPLC技术建立奶制手参指纹图谱，

指纹图谱标记了 8个共有峰，通过与对照品进行比

对，指认了其中 6个成分（（天麻素、对羟基苯甲醇、

dactylorhin B、loroglossin、dactylorhin A、militarine）。

相似度结果表明，除 S12外，其余批次相似度均大

于 0.94。聚类分析结果呈现出一定的地域与批次差

异特征。具体而言，青海产样品（（S12）与四川产样

品形成了明显的分离态势。进一步观察四川产样

品，发现其中的 S5和 S11 2个批次独自聚为一类。

上述差异可能由多方面因素共同作用。其一，采收

时间以及生长环境的影响。采收时间决定了手参所

处的生长阶段，其内含成分会有相应变化；生长环

境（（土壤、气候、光照等）对手参的生长与成分积

累有着至关重要的作用。其二，各地区在炮制过程

中所采用的加工方法、温度控制、时间把控等环节

不尽相同，炮制所用牛奶的品种、产地、营养成分

等也会因地域而异，从而使得奶制手参在成分与性

质上产生差异。这些因素综合作用于样品，致使结

果呈现出上述的差异分布特征。后续将扩大样品的

产地范围，以更全面地评估产地和工艺的综合影

响。本研究通过分析发现，峰 8（（militarine）和峰 3

（（对羟基苯甲醇）是奶制手参批次间差异最显著的 2

个成分。militarine作为手参属植物的特征性成分[21]

其含量变化可能主要与药材基源或生长环境相关；

而对羟基苯甲醇作为一种常见酚类化合物，其含量

波动可能更多反映加工工艺或储存条件的影响。这

2 种成分的差异性提示其可作为奶制手参质量控制

的潜在标志物。在当前研究中，militarine被发现可

明显改善痴呆模型动物的学习记忆障碍[22]，展现出

其在神经保护方面的潜力。另一方面，对羟基苯甲

醇作为一种临床常用药物，常用于治疗癫痫抽搐、

头痛眩晕以及神经衰弱等神经性疾病[23]，其药效已

被广泛认可。鉴于两者在中枢神经系统相关疾病治

疗中的作用，未来研究可进一步深入探索 militarine

与对羟基苯甲醇治疗中枢神经系统疾病药效活性

的关联，这或许能为开发新型神经治疗药物提供新

的思路和方向。 

综上所述，本研究确定了奶制手参的最佳炮制

工艺和 HPLC检测方法，首次建立了其指纹图谱，

并通过化学计量学分析发现产地差异影响化学成

分，对建立奶制手参科学质量控制标准提供了实验

依据和方法学参考，也对促进其临床应用具有重要

的意义和科学价值。 
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