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基于统计建模的壮骨关节丸诱发特异质肝损伤相关 
易感性细胞因子分析 

唐进法 1, 2, 王晓艳 1, 2, 杨  伟 3, 李伟霞 1, 2, 李宇辉 2,  

柏兆方 4, 王伽伯 4*, 肖小河 4 

(1. 河南中医药大学第一附属医院, 河南 郑州 450000;  2. 河南中医药大学, 河南 郑州 450008;   
3. 中国中医科学院中医临床基础医学研究所, 北京 100700;  4. 解放军 302医院全军中医药研究所, 北京 100039) 

摘要: 利用数据建模的方式筛选壮骨关节丸 (Zhuangguguanjie wan, ZGW) 特异质肝损伤相关易感细胞因

子。以脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS)  + ZGW大鼠肝脏组织中 27种细胞因子水平作为数据源, 以肝功能指标谷

丙转氨酶 (alanine aminotransferase, ALT) 活力值高低作为肝损伤结局的评价指标, 采用 Logistic回归法、分类树

及随机森林法、LASSO Logistics回归法、规则发现算法与 LASSO相结合的变量筛选方法, 筛查 ZGW特异质肝

损伤相关易感细胞因子, 并在 THP1 细胞上进行再评价。结果表明, 初步筛选分析得到 ZGW特异质肝损伤密切

相关的易感细胞因子组合为白介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)、白介素-18 (interleukin-18, IL-18) 和表皮细胞生长

因子 (epidermal growth factor, EGF), ZGW 醇提物 (ethanolic extract of ZGW, EtZ) 联合 IL-1β或 IL-18协同增强

THP1 细胞肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor-α, TNF-α) 分泌, EtZ 联合 IL-1β 协同增强 THP1 细胞白介素-6 

(interleukin-6, IL-6) 的分泌, 但 EtZ联合 EGF协同抑制 THP1细胞 IL-6的分泌。上述结果表明, 能表征 ZGW特

异质肝损伤相关易感性细胞因子为 IL-1β和 IL-18, 为临床 ZGW特异质肝损伤患者的筛查提供依据, 为 ZGW临

床安全用药及风险防控提供了新的实验证据。 
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Abstract: In this study, we used a mathematic-based modeling system to screen the cytokines that are       

sensitive to Zhuangguguanjie wan (ZGW)-induced idiosyncratic liver injury.  The values of 27 cytokines were 
used as the data source in rat liver of lipopolysaccharide (LPS) + ZGW group.  The alanine aminotransferase 
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(ALT) activity value of liver function indexes was used as the outcome evaluation index of liver injury.       
Cytokines of ZGW-induced idiosyncratic liver injury were screened using Logistic regression, random forest 
method, LASSO Logistics regression and method of combining rule discovery algorithm with LASSO, and      
cytokines filtered out were revalued in THP1 macrophage.  Susceptible cytokine combinations: interleukin-1 β 
(IL-1β), epidermal growth factor (EGF) and interleukin-18 (IL-18) closely related to ZGW-induced idiosyncratic 
liver injury were obtained after preliminary screening analysis.  The result of revalued in THP1 showed that      
the ethanolic extract of ZGW (EtZ) combined with IL-1β or IL-18 synergistically enhanced tumor necrosis      
factor-α (TNF-α) secretion in THP1 macrophage, and EtZ combined with IL-1β significantly enhanced          
interleukin-6 (IL-6) secretion in THP1 macrophage, but EtZ combined with EGF markedly inhibited IL-6         
secretion in THP1 macrophage.  The results suggest that the sensitive cytokines that can be characterized in the 
ZGW-induced idiosyncratic liver injury are IL-1β and IL-18, which provides a basis for screening the 
ZGW-induced idiosyncratic liver injury patients, and a new experimental evidence for clinical safety medication 
and risk prevention of ZGW. 

Key words: Zhuangguguanjie wan; idiosyncratic hepatotoxicity; cytokine; Logistic regression; Random      
forest method; LASSO regression 

                                                                                                         

壮骨关节丸 (Zhuangguguanjie wan, ZGW) 由熟
地、补骨脂、淫羊藿、狗脊、独活、续断、鸡血藤、

桑寄生、木香、骨碎补、乳香和没药共 12 味中药组
成。用于肝肾不足、血淤气滞、脉络闭阻所致的骨性

关节炎和腰肌劳损。上市以来, 虽然临床疗效较好, 
但国家药品不良反应监测中心分别于 2001年和 2008
年报道了 ZGW 的肝损伤现象。药物性肝损伤分为      
固有型肝损伤和特异质肝损伤, 而特异质肝损伤又
可分为免疫特异质和代谢特异质[1, 2]。课题组前期基

于中药特异质肝损伤“免疫应激三因致毒”机制的

观点 [3, 4], 利用脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 介
导的药物特异质肝损伤模型阐明了 ZGW 致肝损伤    
与何首乌诱导的特异质肝损伤一致 [5, 6], 为免疫特    
异质肝损伤[7]。近年来, 诸多研究发现许多细胞因子
介导或参与免疫性肝损伤过程, 例如, 在刀豆蛋白 A 
(concanavalin A, Con A) 诱导的急性免疫性肝损伤中, 
则主要是由 Th1 类细胞、巨噬细胞和 Th2 类细胞分
泌的炎性细胞因子所造成的[8], 肝损伤小鼠血清中白
介素-2 (interleukin-2, IL-2)、白介素-4 (interleukin-4, 
IL-4)、白介素 -6 (interleukin-6, IL-6)、白介素 -10 
(interleukin-10, IL-10)、干扰素-γ (interferon-γ, IFNγ) 
和肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF-α) 含量
较正常对照组明显升高[9, 10]。但特异质肝损伤相关细

胞因子鲜有人报道, 尤其是 ZGW 特异质肝损伤相关
细胞因子。本文旨在通过统计建模的方法筛选 ZGW
特异质肝损伤相关易感细胞因子, 并在 THP1巨噬细
胞上进行再评价, 以期为 ZGW 的风险评估及合理用
药提供参考。 

材料与方法 
动物  SD 大鼠, SPF 级, 体重 180～190 g, 雄    

性, 购自军事医学科学院实验动物中心, 合格证号为
SCXK-(军) 2012-0004。 

细胞株  THP1细胞 (人白血病单核细胞), 来自
解放军 302医院全军中医药研究所。 

药物与试剂  ZGW (批号: 1512007S, 华润三九
医药股份有限公司); LPS (批号: 046M4045V)、豆蔻
酸佛波乙酯 (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, 
批号: MKCC8966) (Sigma 公司); 水合氯醛 (批号: 
20150923, 宇龙海藻有限公司 ); Protease Inhibitor 
Cocktail I (20-201)、BCA Protein Assay Kit (71285-    
3CN)、MILLIPLEX MAP Lysis buffer for Multiplexing 
(43-040)、MILLIPLEX Catalog ID (RECYTMAG-    
65K-27.Rat) [默克化工技术 (上海) 有限公司]; 表皮
细胞生长因子 (epidermal growth factor, EGF, 批号: 
1116AFC05)、白介素-1β (interleukin-1β, IL-1β, 批号: 
0103B95R1) (Peprotech 公司); 白介素-18 (interleukin- 
18, IL-18, 批号: EHK0317012, R&D Systems 公司); 
IL-6、TNF-α 酶联免疫试剂盒 (批号: 11/2017, 上海
酶联生物科技有限公司)。 

仪器  FW-500 高速万能粉碎机 (北京科伟永兴
仪器有限公司); ME204电子天平 (梅特勒−托利多仪
器有限公司); 迈瑞 BS-300 全自动生化分析仪 (上海
富众生物科学有限公司); Neofuge1600R 低温台式高
速离心机  (上海力申科学仪器有限公司); Luminex 
200蛋白芯片多功能液相芯片分析仪 [美国默克化工
技术 (上海) 有限公司]; Milliplex 磁珠检测系统、



· 576  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2018, 53 (4): 574 −584  

 

Milliplex多功能液相芯片分析平台、Multiskan FC酶
标仪 (美国 Thermo Scientific 公司)。 

药物制备  ① 动物实验所需 ZGW 制备方法: 
将 ZGW 用粉碎机粉碎, 过筛 (100 目) 备用, 实验    
时用 0.5%  羧甲基纤维素钠 (carboxymethylcellulose 
sodium, CMC) 配制为混悬液, 备用。② 细胞实验所
需 ZGW醇提物 (EtZ) 制备方法: 取 ZGW 200 g, 粉
碎, 用 5倍量 75%  乙醇浸泡 0.5 h, 回流提取 2次, 合
并提取液, 回收乙醇, 浸膏进行冷冻干燥后, 称重, 得
到 ZGW醇提物粉末 (EtZ) 56.3 g, 即 3.55 g·g−1 ZGW
成方 (每克提取物相当于 3.55克 ZGW原药), 实验时
用细胞培养基溶解即可。 

动物模型制备及给药  实验前将 SD 大鼠禁食
12 h, 实验分为2组, 正常对照组和ZGW (3.8 g·kg−1) + 

LPS (2.8 mg·kg−1) 组。对照组灌胃 0.5% CMC, ZGW  + 

LPS组灌胃 ZGW (0.5% CMC配制的 ZGW混悬液),     
2 h后对照组尾静脉注射生理盐水, ZGW + LPS组尾
静脉注射 LPS, 10 h后采用 10% 水合氯醛 (3 mL·kg−1) 
麻醉大鼠 , 腹主动脉取血 , 低温离心  (4 ℃、3 500 
r·min−1) 10 min, 取上清液。取血后, 立即剪取大鼠肝
脏组织, 放入−80 ℃冰箱冻存, 备用。 

肝功能指标检测  利用全自动生化分析仪按照
使用说明书测定血清谷丙转氨酶 (ALT) 活性。 

细胞因子检测  将肝组织从−80 ℃冰箱中取出, 
冰上操作, 剪取一定重量肝组织, 加入含蛋白抑制剂
的裂解液 (9 mL∶1 g), 利用高速粉碎机粉碎为匀浆
液, 4 ℃, 4 500 ×g, 离心 20 min, 取上清液。按照 BCA
试剂盒说明书进行蛋白定量并进行蛋白调平, 采用
Milliplex 蛋白芯片 Kit 对大鼠肝组织裂解液中的嗜   
酸性粒细胞趋化因子 (eotaxin)、趋化因子-10 (inter-
feron-inducible protein-10, IP-10)、单核细胞趋化蛋白
1 (monocyte chemotactic protein 1, MCP-1)、调节活化
正常 T 细胞表达和分泌的趋化因子 (regulated upon 
activation normal T cell expressed and secreted factor, 
RANTES)、嗜中性趋化因子  (GRO/KC)、CX3CL1
趋化因子 (fractalkine)、脂多糖诱导的 cxc 趋化因子 
(LIX)、巨噬细胞炎性蛋白 1α (macrophage inflame-
matory protein 1α, MIP-lα)、MIP-2、肿瘤坏死因子-α 
(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、粒细胞集落刺激因
子 (granulocyte colony stimulating factor, G-CSF)、粒
细胞−巨噬细胞集落刺激因子  (granulocyte-macro-
phage colony stimulating factor, GM-CSF)、表皮细胞
生长因子 (epidermal growth factor, EGF)、血管内皮
生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)、

白介素-1α ((interleukin-1α, IL-1α)、IL-1β、IL-2、IL-4、
IL-5、IL-6、IL-10、IL-12 (p70)、IL-13、IL-17A、IL-18、
γ-干扰素 (interferon-γ, IFNγ) 和瘦素 (leptin) 等 27
种细胞因子进行检测与筛选。 

易感细胞因子再评价  THP1细胞培养于含 10% 

胎牛血清、1%  青霉素和链霉素的 1640培养液, 置于
37 ℃、5% CO2培养箱中。取对数生长期的 THP1细
胞制成悬液, 以每孔 1×104个细胞接种于 96 孔培养
板, 实验前将 THP1 细胞先用 100 ng·mL−1 PMA 处      
理 72 h, 诱导其为巨噬细胞。EtZ 浓度取无毒剂量, 
IL-1β[11]、IL-18[12]和 EGF[13]参考文献浓度设置 3 个      
剂量, 每孔加入 200 µL不同质量浓度的药物溶液, 分
别为 EtZ (2.5 µg·mL−1) + IL-18 (1/10/100 ng·mL−1), 
EtZ (25 µg·mL−1) + IL-18 (1/10/100 ng·mL−1), EtZ     
(250 µg·mL−1) + IL-18 (1/10/100 ng·mL−1); EtZ (2.5 
µg·mL−1) + EGF (1/10/200 ng·mL−1), EtZ (25 µg·mL−1) + 

EGF (1/10/200 ng·mL−1), EtZ (250 µg·mL−1) + EGF 
(1/10/200 ng·mL−1); EtZ (2.5 µg·mL−1) + IL-1β (0.1/1/2 
ng·mL−1), EtZ (25 µg·mL−1) + IL-1β (0.1/1/2 ng·mL−1), 
EtZ (250 µg·mL−1) + IL-1β (0.1/1/2 ng·mL−1); 对照组
EtZ (2.5/25/250 µg·mL−1), IL-18 (1/10/100 ng·mL−1), 
EGF (1/10/200 ng·mL−1), IL-1β (0.1/1/2 ng·mL−1)。每
组设 3 个复孔, 培养 24 h 后收集细胞上清液, 采用
ELISA方法检测细胞上清液中 TNF-α、IL-6的含量。 

统计学分析 

建模数据分析方法  运用 R3.2.4 软件, 数据中
主要包括计量资料, 根据它们的分布特征选用恰当
的检验方法。每个变量的具体分布特征见如下分析。

组间差异比较采用 3 种方式及检验方法: ① 正态分
布连续变量用均值 (标准差) 描述, 两组比较用 t 检
验, 多组比较用方差分析 (ANOVA), 成组多重比较
采用 Tukey HSD 检验法 (Tukey honestly significant 
differences testing); ② 非正态分布连续变量或等级 
(有序) 变量用中位数 (下四分位数; 上四分位数) 描
述, 组间比较用非参数 Kruskall-Wallis 秩和检验; 成
组多重比较采用 Benjamini-Hochberg 检验法; ③ 如
果无法确定连续变量是否正态分布, 则利用 Shapiro-   
Wilk检验是否服从正态分布, 取显著水平为 0.01, 然
后再根据  ①  和  ②  方法进行统计学检验; ④ 模型主要
采用多元 Logistic回归、分类树及随机森林、LASSO 
Logistics回归法、规则发现算法与 LASSO相结合的
变量筛选方法[14]。 

再评价数据分析方法  采用 SPSS 17.0统计软件
进行分析, 剂量资料多组间比较采用单因素方差分
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析 (one-way ANOVA), 两组间比较用 t检验, P < 0.05
表示具有显著性差异。 
 

结果 
1  ZGW+LPS组各原始指标在肝损伤结局之间的差
异 

肝损伤动物的各指标以 ALT 高于 2 倍正常值为
肝损伤, 取值为 1, 低于 2倍正常值为未发生肝损伤, 
取值为 0; 以是否肝损伤为结局变量, 对与肝损伤可
能相关的肝细胞因子进行分析。在 ZGW+LPS 组中, 
对各原始指标在肝损伤结局之间的差异, 采用“统
计学分析”中的第①种方法进行统计学检验, 以均
值 (标准差) 的形式表示, 结果见表 1。 

用“统计学分析”中的第③种方法进行统计学

检验, 以均值 (标准差) 或中位数 (下四分位数, 上
四分位数) 的形式表示, 结果见表 2。 

在ZGW+LPS组中, 对各指标标度转换后在肝损
伤结局之间的差异, 采用“统计学分析”中的第①
种方法进行统计检验, 以均值 (标准差) 的形式表示, 
结果见表 3。 

采用“统计学分析”中的第③种方法进行统计

学检验, 以均值 (标准差) 或中位数 (下四分位数, 
上四分位数) 的形式表示, 结果见表 4。 
2  结局间各指标差异的可视化分析 

根据以上相关系数及结局间比较的检验结果 , 
利用散点图、叠加密度图和箱线图 (图 1～3), 对可
能与肝损伤结局有较显著相关性的原始指标及标度

转化后进行可视化分析。 
 
Table 1  The comparison 1 of original indexes between liver injury groups.  x ± s.  0 represent samples in the Zhuangguguanjie wan 
(ZGW)+lipopolysaccharide (LPS) group with alanine aminotransferase (ALT) activity less than 2 times when compared with that of the 
normal group.  1 represent samples in the ZGW+LPS group with ALT activity more than 2 times when compared with that of the normal 
group.  IP-10: Interferon-inducible protein-10; MCP-1: Monocyte chemotactic protein 1; RANTES: Regulated upon activation normal T 
cell expressed and secreted factor; MIP-l α: Macrophage inflammatory protein-l α; MIP-2: Macrophage inflammatory protein-2; TNF- α: 
Tumor necrosis factor-α; G-CSF: Granulocyte colony stimulating factor; GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony stimulating factor; 
EGF: Epidermal growth factor; VEGF: Vascular endothelial growth factor; IL-1α: Interleukin-1α; IFNγ: Interferon-γ 

Cytokine All (n = 46) 0 (n = 31) 1 (n =15) P 

G-CSF  3.80 ± 0.92  3.84 ± 0.99  3.73 ± 0.78 0.690 

Eotaxin 74.65 ± 8.37 75.16 ± 9.53 73.60 ± 5.35 0.484 

Gm-CSF 136.37 ± 61.95 137.14 ± 70.52 134.79 ± 40.90 0.888 

IL-1α  476.22 ± 145.41  432.66 ± 109.41  566.26 ± 171.53 0.012 

Leptin 1 677.78 ± 185.85 1 665.48 ± 210.94 1 703.20 ± 121.05 0.447 

MIP-1α  59.48 ± 23.88  52.85 ± 15.94  73.18 ± 31.46 0.030 

IL-4 266.74 ± 35.35 272.62 ± 38.89 254.60 ± 23.26 0.057 

IL-1β  827.16 ± 125.76  793.65 ± 110.99  896.43 ± 129.66 0.014 

IL-2  81.85 ± 18.63  83.91 ± 18.34  77.60 ± 19.13 0.298 

IL-6 4 252.76 ± 664.50 4 259.48 ± 707.13 4 238.87 ± 589.49 0.918 

EGF  1.31 ± 0.34  1.31 ± 0.35  1.32 ± 0.32 0.917 

IL-13  31.68 ± 15.29  32.57 ± 17.90 29.85 ± 7.68 0.475 

IL-10 168.95 ± 22.26 168.41 ± 25.68 170.08 ± 13.33 0.773 

IL-12p70  87.83 ± 15.25  90.50 ± 14.82  82.30 ± 15.10 0.093 

IFNγ  964.70 ± 171.67  953.19 ± 189.16  988.48 ± 130.96 0.466 

IL-5  68.19 ± 23.49  63.49 ± 19.28  77.89 ± 28.77 0.094 

IL-17A  40.61 ± 10.07  41.20 ± 10.46 39.39 ± 9.43 0.560 

IL-18  585.20 ± 199.43  520.51 ± 135.56  718.90 ± 245.04 0.009 

MCP-1  883.82 ± 113.44  904.86 ± 118.21 840.33 ± 91.72 0.050 

IP-10  845.94 ± 198.89  796.40 ± 178.11  948.32 ± 206.17 0.022 

GRO 228.54 ± 22.60 228.89 ± 25.56 227.83 ± 15.53 0.863 

VEGF  29.96 ± 10.85 27.22 ± 8.10  35.63 ± 13.66 0.040 

Fractalkine  68.88 ± 10.47  69.55 ± 10.92 67.50 ± 9.68 0.524 

LIX 215.41 ± 30.44 214.73 ± 35.56 216.80 ± 16.28 0.788 

MIP-2 110.35 ± 55.37 108.96 ± 64.17 113.24 ± 31.91 0.764 

TNF-α  8.56 ± 1.70  8.67 ± 1.84  8.33 ± 1.39 0.493 

RANTES  60.41 ± 25.38  62.05 ± 29.30  57.01 ± 14.53 0.440 
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Table 2  The comparison 2 of original indexes between liver injury groups  

Cytokine All (n = 46) 0 (n = 31) 1 (n = 15) P 

G-CSF  3.80 ± 0.92  3.84 ± 0.99  3.73 ± 0.78 0.690 

Eotaxin 74.65 ± 8.37 75.16 ± 9.53 73.60 ± 5.35 0.484 

Gm-CSF 132.44 [94.35, 163.06] 125.09 [94.35, 163.06] 142.08 [99.50, 165.34] 0.787 

IL-1α  476.22 ± 145.41  432.66 ± 109.41  566.26 ± 171.53 0.012 

Leptin 1 677.78 ± 185.85 1 665.48 ± 210.94 1 703.20 ± 121.05 0.447 

MIP-1α 56.61 [43.24, 62.14] 51.90 [41.67, 59.47] 60.50 [53.88, 95.25] 0.045 

IL-4 262.99 [240.70, 282.90] 264.11 [249.87, 283.71] 248.14 [236.41, 270.53] 0.125 

IL-1β  827.16 ± 125.76  793.65 ± 110.99  896.43 ± 129.66 0.014 

IL-2  81.85 ± 18.63  83.91 ± 18.34  77.60 ± 19.13 0.298 

IL-6 4 252.76 ± 664.50 4 259.48 ± 707.13 4 238.87 ± 589.49 0.918 

EGF 1.25 [1.06, 1.48] 1.23 [1.04, 1.50] 1.31 [1.08, 1.48] 0.769 

IL-13 29.45 [21.14, 35.44] 29.81 [20.04, 35.09] 29.10 [25.15, 35.44] 0.860 

IL-10 165.24 [155.40, 177.63] 162.93 [149.77, 176.37] 174.38 [160.21, 178.66] 0.303 

IL-12p70  87.83 ± 15.25  90.50 ± 14.82  82.30 ± 15.10 0.093 

IFNγ  964.70 ± 171.67  953.19 ± 189.16  988.48 ± 130.96 0.466 

IL-5 61.19 [50.90, 84.69] 58.02 [49.41, 81.03] 68.48 [58.02, 96.00] 0.096 

IL-17A  40.61 ± 10.07  41.20 ± 10.46 39.39 ± 9.43 0.560 

IL-18 558.12 [451.27, 645.14] 527.92 [427.64, 598.77] 675.68 [538.09, 827.51] 0.005 

MCP-1  883.82 ± 113.44  904.86 ± 118.21 840.33 ± 91.72 0.050 

IP-10  845.94 ± 198.89  796.40 ± 178.11  948.32 ± 206.17 0.022 

GRO 228.54 ± 22.60 228.89 ± 25.56 227.83 ± 15.53 0.863 

VEGF  29.96 ± 10.85 27.22 ± 8.10  35.63 ± 13.66 0.040 

Fractalkine  68.88 ± 10.47  69.55 ± 10.92 67.50 ± 9.68 0.524 

LIX 215.16 [192.95, 230.50] 209.36 [190.94, 232.45] 218.92 [208.00, 227.35] 0.439 

MIP-2 95.66 [80.64, 123.86] 92.16 [74.14, 108.25] 123.24 [87.78, 127.29] 0.103 

TNF-α  8.56 ± 1.70  8.67 ± 1.84  8.33 ± 1.39 0.493 

RANTES 54.91 [44.65, 68.87] 54.73 [43.99, 69.34] 55.08 [47.25, 65.19] 0.991 
 

Table 3  The comparison 1 of converted data between liver injury groups.  x ± s 

Cytokine All (n = 46) 0 (n = 31) 1 (n = 15) P Cytokine All (n = 46) 0 (n = 31) 1 (n = 15) P 

G-CSF 0.96 ± 0.23 0.97 ± 0.25 0.94 ± 0.20 0.690 IFNγ 0.97 ± 0.17 0.96 ± 0.19 1.00 ± 0.13 0.466 

Eotaxin 0.98 ± 0.11 0.99 ± 0.13 0.97 ± 0.07 0.484 IL-5 0.94 ± 0.32 0.87 ± 0.26 1.07 ± 0.40 0.094 

Gm-CSF 0.90 ± 0.41 0.91 ± 0.47 0.89 ± 0.27 0.888 IL-17A 0.96 ± 0.24 0.97 ± 0.25 0.93 ± 0.22 0.560 

IL-1α 0.95 ± 0.29 0.86 ± 0.22 1.13 ± 0.34 0.012 IL-18 0.94 ± 0.32 0.83 ± 0.22 1.15 ± 0.39 0.009 

Leptin 0.98 ± 0.11 0.98 ± 0.12 1.00 ± 0.07 0.447 MCP-1 0.98 ± 0.13 1.00 ± 0.13 0.93 ± 0.10 0.050 

MIP-1α 0.92 ± 0.37 0.82 ± 0.25 1.13 ± 0.49 0.030 IP-10 0.96 ± 0.23 0.91 ± 0.20 1.08 ± 0.23 0.022 

IL-4 0.98 ± 0.13 1.00 ± 0.14 0.94 ± 0.09 0.057 GRO 0.98 ± 0.10 0.99 ± 0.11 0.98 ± 0.07 0.863 

IL-1β 0.98 ± 0.15 0.94 ± 0.13 1.06 ± 0.15 0.014 VEGF 0.93 ± 0.34 0.85 ± 0.25 1.11 ± 0.42 0.040 

IL-2 0.96 ± 0.22 0.99 ± 0.22 0.91 ± 0.23 0.298 Fractalkine 0.98 ± 0.15 0.99 ± 0.16 0.96 ± 0.14 0.524 

IL-6 0.98 ± 0.15 0.98 ± 0.16 0.97 ± 0.14 0.918 LIX 0.98 ± 0.14 0.98 ± 0.16 0.99 ± 0.07 0.788 

EGF 0.96 ± 0.25 0.96 ± 0.26 0.96 ± 0.24 0.917 MIP-2 0.89 ± 0.44 0.87 ± 0.52 0.91 ± 0.26 0.764 

IL-13 0.89 ± 0.43 0.92 ± 0.50 0.84 ± 0.22 0.475 TNF-a 0.97 ± 0.19 0.98 ± 0.21 0.94 ± 0.16 0.493 

IL-10 0.98 ± 0.13 0.98 ± 0.15 0.99 ± 0.08 0.773 RANTES 0.91 ± 0.38 0.94 ± 0.44 0.86 ± 0.22 0.440 

IL-12p70 0.97 ± 0.17 1.00 ± 0.16 0.91 ± 0.17 0.093      

 
3  细胞因子筛选 

3.1  Logistic 回归法  假定一组协变量 X, 对 p(X) = 

P (Y  =  1 |X)  进行建模 ,  利用链接函数 Logi t ,  即 

( ) ( 1| )log
1 ( ) 1 ( 1| )

p X P Y X
p X P Y X

=
=

− − =
, 以最大似然估计来拟合
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程: 
0 1

( )log
1 ( )

p X X
p X

β β= +
−

。 

以是否肝损伤为结局, 27 种肝脏细胞因子为预

测变量或影响因素。利用标度转换后的各指标数据进

行 Logistic回归模型分析。设定显著水平为 0.2, 则单
因素分析结果显示, 系数不为 0的 Wald检验 P值小 

 
Table 4  The comparison 2 of converted data between liver injury groups  

Cytokine All (n = 46) 0 (n = 31) 1 (n = 15) P 

G-CSF 0.96 ± 0.23 0.97 ± 0.25 0.94 ± 0.20 0.690 

Eotaxin 0.98 ± 0.11 0.99 ± 0.13 0.97 ± 0.07 0.484 

Gm-CSF 0.88 [0.62, 1.08] 0.83 [0.62, 1.08] 0.94 [0.66, 1.09] 0.787 

IL-1α 0.95 ± 0.29 0.86 ± 0.22 1.13 ± 0.34 0.012 

Leptin 0.98 ± 0.11 0.98 ± 0.12 1.00 ± 0.07 0.447 

MIP-1α 0.87 [0.67, 0.96] 0.80 [0.64, 0.92] 0.93 [0.83, 1.47] 0.045 

IL-4 0.97 [0.88, 1.04] 0.97 [0.92, 1.04] 0.91 [0.87, 0.99] 0.125 

IL-1β 0.98 ± 0.15 0.94 ± 0.13 1.06 ± 0.15 0.014 

IL-2 0.96 ± 0.22 0.99 ± 0.22 0.91 ± 0.23 0.298 

IL-6 0.98 ± 0.15 0.98 ± 0.16 0.97 ± 0.14 0.918 

EGF 0.91 [0.77, 1.08] 0.90 [0.76, 1.09] 0.95 [0.79, 1.08] 0.769 

IL-13 0.83 [0.60, 1.00] 0.84 [0.56, 0.99] 0.82 [0.71, 1.00] 0.860 

IL-10 0.96 [0.90, 1.03] 0.95 [0.87, 1.02] 1.01 [0.93, 1.04] 0.303 

IL-12p70 0.97 ± 0.17 1.00 ± 0.16 0.91 ± 0.17 0.093 

IFNγ 0.97 ± 0.17 0.96 ± 0.19 1.00 ± 0.13 0.466 

IL-5 0.84 [0.70, 1.16] 0.80 [0.68, 1.11] 0.94 [0.80, 1.32] 0.096 

IL-17A 0.96 ± 0.24 0.97 ± 0.25 0.93 ± 0.22 0.560 

IL-18 0.89 [0.72, 1.03] 0.85 [0.68, 0.96] 1.08 [0.86, 1.33] 0.005 

MCP-1 0.98 ± 0.13 1.00 ± 0.13 0.93 ± 0.10 0.050 

IP-10 0.96 ± 0.23 0.91 ± 0.20 1.08 ± 0.23 0.022 

GRO 0.98 ± 0.10 0.99 ± 0.11 0.98 ± 0.07 0.863 

VEGF 0.93 ± 0.34 0.85 ± 0.25 1.11 ± 0.42 0.040 

Fractalkine 0.98 ± 0.15 0.99 ± 0.16 0.96 ± 0.14 0.524 

LIX 0.98 [0.88, 1.05] 0.95 [0.87, 1.06] 1.00 [0.95, 1.03] 0.439 

MIP-2 0.77 [0.65, 0.99] 0.74 [0.60, 0.87] 0.99 [0.70, 1.02] 0.103 

TNF-α 0.97 ± 0.19 0.98 ± 0.21 0.94 ± 0.16 0.493 

RANTES 0.83 [0.68, 1.04] 0.83 [0.67, 1.05] 0.83 [0.71, 0.99] 0.991 

 

 
Figure 1  Scatter plot of significant correlation cytokines from raw data without (A) or with (B) conversion.  The red dots represent 
samples in the ZGW+LPS group with ALT activity less than 2 times when compared with that of the normal group.  The blue square     
represent samples in the ZGW+LPS group with ALT activity more than 2 times when compared with that of the normal group 
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Figure 2  Overlap density map of significant correlation cytokines from raw data without (A) or with (B) conversion.  Red solid line 
represent samples in the ZGW+LPS group with ALT activity less than 2 times when compared with that of the normal group.  Blue     
dotted line represent samples in the ZGW+LPS group with ALT activity more than 2 times when compared with that of the normal group 
 

 
Figure 3  Box chart of significant correlation cytokines from raw data without (A) or with (B) conversion  
 
于 0.2的指标如下: IL-1α、MIP-1α、IL-4、IL-1β、IL-2、
IL-12p70、IL-18、MCP-1、IP-10 和 VEGF。然后再
放入多因素 Logistic 回归模型中, 采用逐步回归法, 
根据 AIC 评分准则, 选择最优模型筛选易感细胞因
子, 结果见表 5。 
3.2  分类树及随机森林法  采用分类树模型对此数
据进行分析, 从各肝细胞因子中推理出合理树结构
的表示形式。随机森林是利用 bootstrap方法, 在分类
树模型的基础上, 同时不断随机抽取样本, 以构建新
的树, 构造一定数量的分类树后, 将得到的多棵树组
合, 对模型进行综合评价的方法, 它能够大大提高预
测精度。本数据采用随机森林的方法对变量进行建

模。以是否肝损伤为结局, 27种肝脏细胞因子为预测
变量或影响因素。将数据随机分为训练集和测试集, 
比例为 8∶2, 训练集中的数据用来建立模型, 测试集
的数据用来检验预测效果, 对训练集重复抽样 10-折
交叉验证, 选出最优模型和重要变量。随机森林选取
算法特征重要性的排序结果见图 4。 
3.3  LASSO Logistics的变量选择法  对 27种肝脏
细胞因子与肝损伤的关系进行分析 , 主要应用带
LASSO惩罚的 Logistics回归模型。此处也对原始指

标进行标度转换, 采用重复抽样 10-折交叉验证技术
筛选并构建模型。筛选出具有主效应的指标变量及其

系数估计, 结果见表 6。 
 

 
Figure 4  The importance of 27 cytokines for liver injury  
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Table 5  Optimal model by Logistic regression method  

Variable n Beta (SE) 95% CI for Beta OR 95% CI for OR P 

Intercept 37  8.01 (6.05) −3.85, 19.86 − − 0.186 

IL-12p70  −8.77 (4.44) −17.46, −0.07   0.00 0.00, 0.93 0.048 

IL-18   3.24 (2.04) −0.76, 7.23  25.45 0.47, 1 385.85 0.113 

MCP-1  −8.53 (6.84) −21.95, 4.88   0.00 0.00, 131.30 0.212 

VEGF   4.95 (2.43) 0.18, 9.71 140.67 1.20, 16 495.72  0.042 

 
Table 6  The variable and coefficient estimation of the main 
effective indexes  

Main effect indicator Main effect coefficient estimation 

IL-12p70 −1.510 

IL-18  1.978 

VEGF  3.647 

G-CSF  4.266 

GRO 47.612 

IL-1α  3.527 

MIP-1α −4.394 

EGF −4.424 

IL-1β 22.279 

MCP-1 16.233 

RANTES  8.882 

 

3.4  规则发现算法与 LASSO 相结合变量筛选  利
用随机森林的规则发现优势与 LASSO的变量筛选优
势相结合的模型对此数据进行规则发现和变量筛    

选[14], 结果见表 7。由表中可以清晰看到, 规则 1 中
的系数为正值最大值 (0.863  1), 贡献度最高。 
4  易感细胞因子再评价 

与空白对照组相比, 单独给予 EtZ 和 IL-1β 对
TNF-α含量无明显影响; 与 EtZ (2.5 µg·mL−1) 相比, 
EtZ (2.5 µg·mL−1) + IL-1β (0.1/1 ng·mL−1) 可显著增
加 TNF-α含量; 与 IL-1β (0.1 ng·mL−1) 相比, EtZ (2.5 
µg·mL−1) + IL-1β (0.1 ng·mL−1) 可显著增加 TNF-α含
量; 与 IL-1β (1 ng·mL−1) 相比, EtZ (2.5/25 µg·mL−1) 

+ IL-1β (1 ng·mL−1) 均可显著增加 TNF-α含量。结果
见图 5A。 

与空白对照组相比, 单独给予 EtZ 和 IL-1β 对
IL-6 含量无明显影响; 与 EtZ (2.5 µg·mL−1) 相比, 
EtZ (2.5 µg·mL−1) + IL-1β (0.1/1/2 ng·mL−1) 均可显    
著增加 IL-6 含量; 与 EtZ (25 µg·mL−1) 相比, EtZ     

 
Table 7  Regular discovery and variable screening table of the data analyzed by combined model between random forest and LASSO 
methods 

Rule Variable Range Support Coeff Importance 

Rule 1 3 IL-1β: 834.3 − 0.990 0E+36 0.255 8 0.863 1 74.86 

  EGF: 0.9700 − 0.990 0E+36    

  IL-18: 604.3 − 0.990 0E+36    
Rule 2 3 MIP-1α: 34.27 − 97.40 0.488 4 −1.006 100.0 

  IL-4: 239.7 − 0.990 0E+36    
  IFNγ: −0.990 0E+36 − 1174    

Rule 3 3 IL-18: −0.990 0E+36 − 640.6 0.465 1 −0.967 2 95.90 
  GRO: −0.990 0E+36 − 250.4    
  TNFα: 6.770 − 0.990 0E+36    

Rule 4 3 IL-1α: −0.990 0E+36 − 485.7 0.465 1 −0.558 9 55.41 
  MIP-1α: 34.59 − 0.990 0E+36    
  EGF: 0.930 0 − 0.990 0E+36    

Rule 5 2 IL-1α: −0.990 0E+36 − 543.9 0.651 2 −0.309 8 29.35 
  EGF: 0.930 0 − 0.990 0E+36    

Rule 6 2 IL-18: −0.990 0E+36 − 640.6 0.627 9 −0.212 8 20.45 
  TNF-α: 6.770 − 0.990 0E+36    

Rule 7 2 IL-1β: −0.990 0E+36 − 990.1 0.534 9 −0.164 1 16.27 
  VEGF: 20.12 − 36.41    

Rule 8 1 LIX: 210.0 − 231.0 0.325 6 0.769 2E−01 7.165 
Rule 9 3 IL-18: −0.990 0E+36 − 640.6 0.465 1 −0.352 4E−01 3.494 

  GRO: −0.990 0E+36 − 250.4    
  TNF-a: 6.770 − 0.990 0E+36    

 Rule 10 1 Leptin: 1 523 − 1 802 0.604 7 0.139 1E−01 1.352 
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Figure 5  Influence of co-treatment with EtZ and IL-1 β, EGF, IL-18 on TNF-α and IL-6 in the THP1 macrophages.  n = 3, x ± s.      
**P < 0.01 vs control group; △P < 0.05, △△P < 0.01 vs EtZ (2.5/25/250 µg·mL−1 EtZ); #P < 0.05, ##P < 0.01 vs cytokines (IL-1β, EGF, IL-18).  
A, C and E represent the contents of TNF- α after different treatment with EtZ and IL-1 β, EGF, IL-18; B, D and F represent the contents 
of IL-6 after different treatment with EtZ and IL-1β, EGF, IL-18 
 
(25 µg·mL−1) + IL-1β (1 ng·mL−1) 可显著增加 IL-6含
量; 与 EtZ (250 µg·mL−1) 相比, EtZ (250 µg·mL−1) + 

IL-1β (0.1 ng·mL−1) 可显著增加 IL-6含量; 与 IL-1β 
(0.1 ng·mL−1) 相比, EtZ (2.5/250 µg·mL−1) + IL-1β 
(0.1 ng·mL−1) 可显著增加 IL-6 含量; 与 IL-1β (1 
ng·mL−1) 相比, EtZ (2.5/25/250 µg·mL−1) + IL-1β (1 
ng·mL−1) 均可显著增加 IL-6 含量 ; 与 IL-1β (2 
ng·mL−1) 相比, EtZ (2.5 µg·mL−1) + IL-1β (2 ng·mL−1) 
可显著增加 IL-6含量。结果见图 5B。 

与空白对照组相比, 单独给予 EtZ 和 EGF 对
TNF-α 含量无明显影响; 与 EtZ 相比, EtZ+EGF 对
TNF-α 含量无明显影响; 与 EGF (1 ng·mL−1) 相比, 
EtZ (2.5/25 µg·mL−1) + EGF (1 ng·mL−1) 可显著增加
TNF-α含量。结果见图 5C。 

与空白对照组相比, 单独给予EtZ和EGF对 IL-6

含量无明显影响; 与 EtZ相比, EtZ+EGF对 IL-6含量
无明显影响 ; 与 EGF (1 ng·mL−1) 相比 , EtZ (2.5 
µg·mL−1) + EGF (1 ng·mL−1) 可显著降低 IL-6 含量; 
与 EGF (200 ng·mL−1) 相比, EtZ (25/250 µg·mL−1) + 

EGF (200 ng·mL−1) 可显著降低 IL-6含量。结果见图
5D。 

与空白对照组相比, 单独给予 IL-18对 TNF-α含
量无明显影响, 单独给予 EtZ (25 µg·mL−1) 可显著   
降低 TNF-α 含量; 与 EtZ (25 µg·mL−1) 相比, EtZ     
(25 µg·mL−1) + IL-18 (1/10/100 ng·mL−1) 可显著增     
加 TNF-α 含量; 与 IL-18 (1 ng·mL−1) 相比, EtZ     
(2.5 µg·mL−1) + IL-18 (1 ng·mL−1) 可显著增加 TNF-α 
含量。结果见图 5E。 

与空白对照组比, 单独给予 EtZ和 IL-18 对 IL-6
含量无明显影响; 与EtZ/IL-18相比, EtZ+IL-18对 IL-6
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含量无明显影响。结果见图 5F。 
 

讨论 
药物肝损伤包括固有型和特异质肝损伤两      

类[15, 16], 而药物特异质肝损伤又分免疫特异质和代
谢特异质两种类型, 前者与机体的免疫应激状态有
关[17, 18]。诸多研究表明免疫细胞分泌的细胞因子在免

疫性肝损伤过程中发挥重要作用。IL-1β 由单核巨噬
细胞分泌的促炎细胞因子, 是 IL-1 的主要分泌形式, 
与肝纤维化密切相关[19]。IL-2由 CD4+T (Th1) 细胞
分泌, 是免疫调节网络中的核心物质, 其在重型肝炎
患者血清中的水平显著下降[20]; IL-6即是免疫调节因
子, 又是炎症介质, 参与炎症反应过程, 其在慢性肝
病和重型肝炎患者血清中处于高活性状态[21]; IL-10
是由 Th2 细胞分泌, 是重要的抗炎细胞因子和免疫
抑制因子, 其水平在慢性肝炎患者的肝纤维化程度
中随之降低; IL-18由活化的巨噬细胞、B细胞、Th1
细胞和 NK 细胞等多种细胞产生的一种细胞因子[22], 
可刺激和促进外周单核细胞产生 IFNγ、IL-2、G-CSF
和GM-CSF等细胞因子, 促进T细胞和NK细胞增殖, 
并诱导 Th1 细胞分化成熟, 促进炎症的发展; G-CSF
可抑制 IL-1β、IL-12、IFNγ、IL-18及 TNF-α的产生
和分泌, 在体内具有较强的抗炎、抑制免疫效应[23], 
健康人体内 G-CSF可动员树突状淋巴系细胞 (DC2), 
进而促进 T细胞产生 IL-4和 IL-10, 并促进血清肝细
胞生长因子水平升高, 在自身免疫性肝病中有重要
的调节作用。 

本研究利用 R3.2.4 中软件包 CompareGroups、
AppliedPredictiveModeling[24]、 caret、 glinternet 和
RuleFit 等对所得数据进行分析与模型构建。利用
Logistics回归构建筛选模型, 其模型简单且解释性较
好 [25], 但只能考虑较少的变量, 且假定结局变量与
预测变量之间是线性关系。进而采用分类树构建预测

模型, 分类树算法对于数据假设很少, 适用面广泛, 
且模型的结果非常适合用于解释变量之间的关系 , 
是一种常见且有效的非线性关系模型, 计算量相对
较小且易解释。但此模型易过度拟合且只有随机单棵

树, 缺乏伸缩性, 难于处理大数据集, 即使改进算法
也降低了分类的准确性。而随机森林是一个包含多个

分类树的模型[26], 其预测结果是由单棵树输出类别
的众数而定, 它是利用 bootstrap方法, 在分类树模型
的基础上, 不断随机抽取样本, 以构建新的树, 构造
一定数量的分类树后, 将得到的多棵树组合, 对模型
进行综合评价的方法, 能够大大提高筛选精度。而且, 

随机森林适合做多分类问题, 训练和预测速度快, 能
有效估计缺失值, 有效处理大数据集, 在不做特征选
择的情况下处理高维数据, 识别指标之间的相互影
响及重要性程度, 还不易过度拟合。但此模型已经被
证明在某些噪音较大的分类或回归问题上会过度拟

合, 对于有多个不同取值的指标数据, 取值划分较多
的指标会对随机森林产生更大的影响。因此, 根据 27
种指标的不同范围的取值, 利用随机森林先作为指
标范围组合的发现算法, 对这些指标范围进行彻底
搜索候选组合, 对其形成的有可能是多余且可能与
结局变量不相关的组合 (即所谓的过拟合问题), 再
利用 LASSO (稀疏) 回归等变量选择方法选择最小风
险组合集, 最后使用筛选的重要指标组合作为变量。 

以是否肝损伤为结局, 27 种细胞因子为变量或
影响因素。直接利用标度转换后的各指标数据进行

Logistic回归模型分析。设定显著水平为 0.2, 先进行
单因素分析, 纳入系数 Wald 检验 P 值小于 0.2 的指
标放入多因素Logistic回归模型中, 采用逐步回归法, 
根据 AIC 评分准则, 选择最优模型的系数估计结果
如表 5。利用 10-折交叉验证法, 筛选出最优随机森
林模型, 根据各指标对模型 Gini 系数整体改善的贡
献, 每个指标对肝损伤的重要程度如图 4 所示, 可看
出 IL-18、IL-1α、VEGF、MIP-2、IL-1β、IL-10 和
MIP-1α 对是否肝损伤具有很强的相关性。最后, 采
用随机森林与 LASSO相结合的模型对此数据进行变
量筛选, 筛选出的易感细胞因子规则见表 7, 根据系
数 coeff = 0.863 1 > 0和 importance = 74.86, 可认为此
项指标取值组合是 ZGW特异质肝损伤的易感细胞因
子组合: IL-1β > 834.3、EGF > 0.970 0和 IL-18 > 604.3。 

TNF-α 和 IL-6 合为机体的正性致炎因子, 使细
胞发生趋化运动, 激活中性粒细胞释放弹性蛋白, 生
成活性氧代谢物及引起组织浸润反应。已有研究表     
明, TNF-α和 IL-6在一定程度上可以反映肝损伤的程
度[27]。本研究在 THP1细胞水平上针对上述方法筛选
得到的 IL-1β、EGF和 IL-18细胞因子进行再评价, 联
合 3种细胞因子和 ZGW的醇提物 (EtZ) 给予 THP1
细胞, 检测其细胞上清液中 TNF-α 和 IL-6 的含量。
结果发现, EtZ联合 IL-1β或 IL-18协同增强 THP1细
胞 TNF-α分泌, EtZ联合 IL-1β协同增强 THP1 细胞
IL-6 的分泌, 但 EtZ 联合 EGF 协同抑制 THP1 细胞
IL-6的分泌, 说明运用上述筛选与 ZGW特异质肝损
伤相关细胞因子的方法可靠, 筛选出的相关易感细
胞因子 (IL-1β 和 IL-18) 可信, 可作为 ZGW 特异质
肝损伤风险评估及合理用药的参考指标。 
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