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【摘要】  目的：研究四性、五味和归经与中药肾毒性的相关性，建立中药肾毒性Logistic回归预测模型，并对模型进行评估。 方法： 文献检索肾毒性中药111味、非肾毒性中药398味。记录上述中药的四性（寒、热、温、凉和平）、五味（酸、苦、甘、辛、咸、淡和涩）和归经（肺经、大肠经、胃经、脾经、心经、小肠经、膀胱经、肾经、心包经、三焦经、胆经和肝经），进行肾毒性中药、非肾毒性中药与其四性、五味和归经的相关性检验，相关变量进行非条件 Logistic回归，并建立Logistic回归预测模型，绘制Logistic回归预测模型概率的ROC曲线，评价预测模型。 结果：肾毒性中药和非肾毒性中药在四性归属有相关性（P < 0.05），相关系数为0.241；肾毒性中药和非肾毒性中药在五味归属有相关性（P < 0.05），相关系数0.210；肾毒性中药和非肾毒性中药在归经归属无相关性（P > 0.05）。四性、五味两个方面12个变量因素入选Logistic回归分析，筛选出四性中的热、平和五味中的苦、甘共4个变量因素，建立Logistic回归预测模型(预测概率分界值为0.28)。结论：中药四性、五味、归经3个方面24个变量因素当中，四性、五味两个方面12个变量因素与其肾毒性具有相关性，其中四性中的热、平和五味中的苦、甘为肾毒性的影响变量。在此基础上建立的Logistic回归预测模型对于中药肾毒性具有一定的预测能力。
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ABSTRACT：Objective To research on the correlation between Chinese herbal medicines(HMs) with nephrotoxicity and four properties, five flavors and channel tropism，and to set up and evaluate the prediction model of nephrotoxicity．Methods 111 Chinese HMs with nephrotoxicity and 398 Chinese HMs without nephrotoxicity were included after literature search．We recorded the four properties(cold，hot，warm，cool，and neutral)，five flavors(sour，bitter，sweet，pungent，salty，tasteless and astringent ) and channel tropism(lung meridian，large intestine meridian，stomach meridian，spleen meridian，heart meridian，small intestine meridian，bladder meridian，kidney meridian，pericardium meridian，triple energizer meridian，gall bladder meridian，and liver meridian) of the included herbs．A correlation test was taken between Chinese herbal medicines with or without nephrotoxicity and non-nephrotoxicity and four properties, five flavors and channel tropism. The unconditional logistic regression (LR) was applied to screen the variables to be input. LR prediction model was set up. Receiver operating characteristics (ROC) curve in the LR prediction model was drawn, and the area under the curve, sensitivity, specificity and overall accuracy were calculated, and the accuracy of prediction model was evaluated．Results There was correlation between Chinese HMs with or without nephrotoxicity and four properties (P < 0.05), and the coefficient was 0.241; there was correlation between Chinese HMs with or without nephrotoxicity and five flavors (P < 0.05), and the coefficient was 0.210; there was no correlation between Chinese HMs with or without nephrotoxicity and channel tropism (P > 0.05). There were 12 variables selected for the LR from four properties and five flavors. Four variables, which were hot, neutral, bitter and sweet, were selected to establish the LR prediction model (The cutoff value was 0.28)．Conclusions 12 of 24 variables, from four properties, five flavors and channel tropism of Chinese HMs, might be correlated with nephrotoxicity of Chinese HMs, in which 4 variables including hot and neutral from four properties, bitter and sweet from five flavors might affect the nephrotoxicity. Based on such results, the established LR prediction model had some predictive power for nephrotoxicity of Chinese HMs. Combinating TCM theory and modern statistics could be a very promising research method for predicting nephrotoxicity of Chinese HMs.
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药物性肾损害（Drug-Induced Kidney Injury，DIKI），指凡是由药物引起的肾脏结构和(或)功能的损害；DIKI中具有相应临床过程者，称为药物性肾病（Drug-Induced Kidney Diseases，DIKD）[1-4]。近年来，随着中药在世界范围内被广泛应用，其引发的肾损害受到广泛的关注[5-8]，对中医传统理论的四性、五味、归经与中药肾毒性关系的研究也在开展中。黄可儿等分析了68种肾毒性中药，认为苦、辛是致肾毒性的最多见的药味[9]。陈彪对51种肾毒性中药分析显示：四性中，属寒、热两性药物的肾毒性发生率明显偏高；五味中，具苦、甘、辛味的药物肾毒性发生率明显偏高；归经中，归肝、肾、肺、脾经的药物肾毒性发生率明显偏高[10]。两者的结论存在一定差异。因此，有必要对四性、五味、归经与中药肾毒性关系展开进一步研究。
Logistic回归（Logistic Regression）属于概率型非线性回归，是研究二分类观察结果与一些影响因素之间关系的多变量分析方法。在医学研究中广泛用于分析疾病与各危险因素之间的关系、药物或毒物的剂量—效应分析、临床试验评价及疾病的预后因素分析等[11]。本研究首先对中药是否具有肾毒性与四性、五味和归经的关系进行相关性检验，找出相关性变量并对其进行非条件Logistic逐步回归分析，建立中药肾毒性Logistic回归预测模型，并对模型进行评估。
1数据来源
学术期刊：《中国知网》（1989-2015年）、《维普期刊数据库》（1989-2015年）、《中国生物医学文献数据库》（1989-2015年）。
论著：《现代中药毒理学》[12]、《实用急性中毒全书》[13]、《实用毒药中药学》[14]、《中华本草》[15]、《常用有毒中药现代研究与应用》[16]、《中华本草：精选本》[17]。
2 方法与结果

2.1 数据选定
2.1.1 DIKI的诊断标准
2.1.1.1急性肾损害（Acute Kidney Injury，AKI）的诊断标准

参考2004年急性肾脏损伤网络（Acute Kidney Injury Network，AKIN）专家组建立的急性肾损伤（Acute Kidney Injury，AKI）定义与诊断标准[18]。定义：不超过3个月的肾功能或结构方面异常，包括血、尿、组织学检测或影像学检查所见的肾脏结构与功能的异常。诊断标准：（1）48 h 内血肌酐（Serum creatinine，Scr）升高，其绝对值增加≥ 26.5 μmol•L–1（0.3 mg•dl–1），或者增加≥50%（达到基线值的1.5倍）；（2）尿量减少< 0.5 ml•kg–1•h–1，持续超过6 h。当仅根据尿量改变作为诊断与分期标准时，需排除影响尿量的一些因素如尿路梗阻、脱水或血容量状态、利尿剂的使用等。
2.1.1.2慢性肾损害（Chronic Kidney Injury，CKI)的诊断标准

参考2002 年美国国家肾脏病基金会肾脏病预后质量指南（NKF－K/DOQI）[19]：（1）肾脏损伤（肾脏结构或功能异常）持续3个月以上，包括病理学异常，血、尿成分异常或影像学异常。（2）肾小球滤过率（Glomerular Filtration Rate，GFR）< 60 ml•（min•1.73 m2）–1持续3个月以上。具备以上任意一条即可诊断。
2.1.1.3 DIKI的诊断[20-23]
临床一般根据以下几点做出判断：
（1）服药史：服药史是最重要的诊断依据。
（2）全身表现。
（3）泌尿系表现：①少尿或无尿；②蛋白尿、管型尿；③血尿；④结晶尿；⑤夜尿增多；⑥不明原因水肿；⑦不明原因高血压等。
（4）实验室检查：尿酶增高和肾小管性蛋白尿是诊断药物性肾损害的早期敏感指标，通常检测β2-微球蛋白、溶菌酶和N-乙酰-β氨基葡萄糖苷酶等可见异常。有些可见肾功能异常，如无法确诊可考虑行肾活检以明确诊断。
根据以上诊断标准，中药药物性肾损害（即中药肾毒性）的选择标准如下。
2.1.2肾毒性中药的选定
2.1.2.1纳入标准：
Ⅰ给药途径：口服；
Ⅱ受试对象：人和动物（小鼠、大鼠、兔、犬、牛、猪）；
Ⅲ肾毒性判定：
（1）肾功能损害；
（2）水肿、少尿、无尿；
（3）蛋白尿、管型尿、颗粒型、血尿、白细胞尿、嗜酸细胞尿；

（4）病理示肾小管上皮细胞变性（或坏死、浊肿、脱落）、肾小管管腔明显扩张（或血管周围水肿、淋巴细胞浸润）、肾小动脉或毛细血管损害、肾小球硬化（或萎缩、缺失、狼疮样改变）、肾小管基底膜增厚（或内膜纤维化、肾炎性改变）；

（5）可伴有明显胃肠道症状(如食欲不振、恶心、呕吐)；
（6）发热、皮疹、关节痛。

人肾毒性判定标准：第（1）条，加（2）或（3）或（4）条中任一项，（5）或（6）可有。

动物肾毒性判定标准：第（1）条，加（2）或（3）或（4）条中任一项，（5）可有。
2.1.2.2排除标准：
四性、五味、归经的记述不全者（三方面缺少一方面及以上）。

依据纳入标准和排除标准，在上述数据来源中共选定肾毒性中药111味。
2.1.3非肾毒性中药的选定

非肾毒性中药，以《中华本草：精选本》[17]记载的中药除去上述已选定的肾毒性中药以及无四性或五味或归经的中药，共计398味。
2.2数据记录方法
四性归属分为寒、热、温、凉、平5种，五味归属分为酸、苦、甘、辛、咸、淡、涩7种，归经归属分为肺经、大肠经、胃经、脾经、心经、小肠经、膀胱经、肾经、心包经、三焦经、胆经、肝经12种。每味中药的四性、五味、归经的归属以《中华本草》[15]记载为标准，对同一味中药有多味、多经的同时记录，有则记为“1”，无则记为“0”；中药分类中肾毒性中药记为“1”，非肾毒性中药记为“0”。
2.3统计学分析方法
采用SPSS 13.0软件包进行统计。统计检验采用双侧检验，检验水准α = 0.05，P < 0.05认为所检验的差别具有统计学意义。计数资料采用频数进行统计描述，运用χ2双向无序分类资料的关联性检验对分类自变量（四性、五味、归经）与因变量（中药肾毒性）的关系进行相关性检验，非条件Logistic回归筛选影响因素，建立Logistic回归预测模型。釆用Hosmer-Lemeshow进行Logistic回归拟合优度检验，并以χ2检验进行模型的显著性检验。建立模型对中药肾毒性预测发生概率的受试者工作特征曲线（Receiver Operator Characteristic curve，ROC曲线），计算曲线下面积（Area Under the Curve，AUC），评估预测能力，并计算敏感度、特异度和总的准确度，评价预测模型的准确性。
2.4预测模型输入变量筛选
2.4.1肾毒性中药和非肾毒性中药与四性归属的

χ2双向无序分类资料的关联性检验
图1为111味肾毒性中药和398味非肾毒性中药的四性归属频数统计。运用χ2双向无序分类资料的关联性检验，结果显示：肾毒性中药和非肾毒性中药与四性归属有相关性（P < 0.05），相关系数为0.241。统计学认为虽然具有统计学意义，但数值较小，可认为肾毒性中药和非肾毒性中药与四性归属的关联性较低。
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注：χ2=31.167，P=0.000
图1 肾毒性中药和非肾毒性中药与四性归属频数分布
Figure 1.  Nephrotoxicity and non- nephrotoxicity of the frequency distribution in four properties

2.4.2肾毒性中药和非肾毒性中药与五味归属的 \* MERGEFORMAT χ2双向无序分类资料的关联性检验
图2为111味肾毒性中药和398味非肾毒性中药的五味归属频数统计。运用χ2双向无序分类资料的关联性检验，结果显示：肾毒性中药和非肾毒性中药与五味归属有相关性（P < 0.05），相关系数为0.210。统计学认为虽然具有统计学意义，但数值较小，可认为肾毒性中药和非肾毒性中药与五味归属的关联性较低。
[image: image2.png]#®

£
e dEEE




注：χ2=38.232，P=0.000
图2 肾毒性中药和非肾毒性中药与五味归属的频数分布
Figure 2.  Nephrotoxicity and non- nephrotoxicity of the frequency distribution in five flavors
2.4.3肾毒性中药和非肾毒性中药与归经归属的χ2 QUOTE 
 双向无序分类资料的关联性检验
表1为111味肾毒性中药和398味非肾毒性中药归经的归属的频数统计原始数据，χ2双向无序分类资料的关联性检验，理论频数小于5的格子为6个，占总格数的1/4。一般认为，行×列资料中各格理论频数不应小于1，并且1 ≤ T ≤ 5的格子数不宜超过格子总数的1/5，出现上述情况，可通过以下方法解决：最好是增加样本含量，使理论频数增大；根据专业知识，考虑是否删去理论频数太小的行或列，能否将理论频数太小的行或列与性质相近的邻行或邻列合并；改用双向无序R×C表资料的Fisher确切概率法[24] 。传统理论认为心经与小肠经及心包经与三焦经相表里[25] ，根据专业知识对以上两组数据合并（表2），χ2 QUOTE 
 双向无序分类资料的关联性检验，肾毒性中药和非肾毒性中药与归经的归属无相关性（P = 0.366 > 0.05），相关系数为0.092。统计学认为肾毒性中药和非肾毒性中药与归经的归属无关联性。
	表1 肾毒性中药和非肾毒性中药与归经归属的频数统计（原始数据）
Table 1  Chinese HMs in channel tropism by frequency count (original data)

	类别
	归经
	合计

	
	肺经
	大肠经
	胃经
	脾经
	心经
	小肠经
	膀胱经
	肾经
	心包经
	三焦经
	胆经
	肝经
	

	肾毒性中药
	40
	32
	31
	44
	28
	3
	13
	35
	1
	1
	3
	64
	295

	非肾毒性中药
	155
	68
	140
	125
	86
	12
	39
	114
	2
	1
	18
	233
	993

	合计
	195
	100
	171
	169
	114
	15
	52
	149
	3
	2
	21
	297
	1288


	表2 肾毒性中药和非肾毒性中药与归经归属的频数统计（调整数据）
Table 3  Chinese HMs in channel tropism by frequency statistics (adjusting data)

	类别
	归经
	合计

	
	肺经
	大肠经
	胃经
	脾经
	心经
	小肠经
	膀胱经
	肾经
	心包经，
三焦经
	胆经
	肝经
	

	肾毒性中药
	40
	32
	31
	44
	28
	3
	13
	35
	2
	3
	64
	295

	非肾毒性中药
	155
	68
	140
	125
	86
	12
	39
	114
	3
	18
	233
	993

	合计
	195
	100
	171
	169
	114
	15
	52
	149
	5
	21
	297
	1288


注：χ2=10.891，P = 0.366>0.05

从上面分析可以发现，肾毒性中药和非肾毒性中药的分类与传统理论中的四性、五味归属有相关性，与归经归属无相关性，所以预测模型输入变量为四性（寒、热、温、凉、平），五味（酸、苦、甘、辛、咸、淡、涩）。
2.5预测模型设计
2.5.1非条件Logistic回归分析和回归预测模型的建立 
通过χ2双向无序分类资料的关联性检验分析，肾毒性中药和非肾毒性中药的分类与四性、五味归属有相关性。以是否为肾毒性中药为因变量，以四性（寒、热、温、凉、平），五味（酸、苦、甘、辛、咸、淡、涩）为自变量进行非条件Logistic回归分析，应用向前逐步法筛选出有意义的变量，结果显示，进入Logistic回归预测模型变量有四个，分别为苦、甘、热、平，其OR值（95%的可信区间）分别是1.760（1.075，2.881）、0.404（0.238，0.684）、5.785（2.051，16.315）、0.359（0.172，0.752）（见表3）。苦味、热性是危险因素，甘味、平性是保护因素。建立Logistic回归预测模型(见图3)：
表3  选入模型的变量
	Table 3  Variables in the Equation

	　
	B
	S.E.
	Wald
	df
	Sig.
	Exp(B)
	95.0% C.I. for EXP(B)

	　
	
	
	
	
	
	
	Lower
	Upper

	苦
	0.565
	0.251
	5.059
	1
	0.024
	1.760
	1.075
	2.881

	甘
	-0.907
	0.269
	11.350
	1
	0.001
	0.404
	0.238
	0.684

	热
	1.755
	0.529
	11.009
	1
	0.001
	5.785
	2.051
	16.315

	平
	-1.023
	0.376
	7.387
	1
	0.007
	0.359
	0.172
	0.752

	Constant
	-1.231
	0.232
	28.054
	1
	0.000
	0.292
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图3  Logistic回归预测模型
Figure 3.  The logistic regression model

Logistic回归预测模型显著性χ2检验(χ2 = 53.447，P = 0.000)，提示纳入模型的预测变量对肾毒性中药和非肾毒性中药预测有显著的解释能力，预测模型的拟合优度通过Hosmer-Lemeshow检验，显示模型拟合程度尚好(χ2=5.028，df = 5，P=0.412)。
以敏感性为纵坐标，1-特异性为横坐标绘制ROC曲线（图4）。[image: image9.png]——  Logistic ROC Btk
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图4 中药肾毒性Logistic回归预测模型的ROC曲线
Figure 4.  The ROC curve of logistic regression to predict the probability

ROC曲线分析结合了敏感性和特异性，根据AUC做定量分析，其结果不受阳性率的影响。ROC曲线评价诊断试验的准确性的判断标准为：AUC为1则表示完美的预测价值，0.5为预测的分界值，在0.5-1表示有一定的预测能力[26] 。本研究Logistic回归预测模型的ROC曲线的AUC为0.716，与0.5进行显著性检验(P < 0.01)，95%可信区间为0.663-0.770（表4），具有一定的预测性，P在0.283时获得最大的敏感性（0.640）和特异性（0.724）(表5)。
表4  ROC曲线下面积
	Table 4  Area Under the Curve

	Area
	Std. Error(a)
	Asymptotic Sig.(b)
	Asymptotic 95% Confidence Interval

	
	
	
	Lower Bound
	Upper Bound

	0.716
	0.027
	0.000
	0.663
	0.7704

	a. 非参数假设下。     
b. 无效假设：检验比较面积= 0.5


表5  ROC曲线坐标
	Table 5  Coordinates of the Curve

	Positive if Greater Than or Equal To(a)
	Sensitivity
	1 - Specificity

	0.0000000
	1.000
	1.000

	0.0550664
	0.964
	0.862

	0.0822304
	0.955
	0.832

	0.1002634
	0.937
	0.802

	0.1307399
	0.856
	0.626

	0.1639476
	0.838
	0.560

	0.1989857
	0.775
	0.430

	0.2827762
	0.640
	0.276

	0.3725659
	0.099
	0.018

	0.5168969
	0.081
	0.015

	0.6882589
	0.027
	0.000

	1.0000000
	0.000
	0.000


2.5.2预测结果分析
将样本回代到该预测模型，得到样本的预测概率，以0.283作为预测概率分界值，398味非肾毒性中药，其中94味误判为肾毒性中药；111味肾毒性中药，其中43味误判为非肾毒性中药。总体准确率为73.1%（表6）。
表6  实际分类和预测分类的符合情况

Table 6 Classification Table *
	实际分类
	预测分类
	正确率 %

	
	无肾毒性
	有肾毒性
	

	无肾毒性
	304
	94
	76.4

	有肾毒性
	43
	68
	61.3

	总体准确率
	73.1

	*预测概率分界值是0.28


3.讨论
本研究基于中医传统理论而建立中药肾毒性Logistic回归预测模型，可为中药肾毒性提供数理性预测。
3.1肾毒性中药的影响变量分析
运用χ2双向无序分类资料的关联性检验对自变量（四性、五味、归经）与因变量（肾毒性中药）的关系进行相关性检验，结果：中药肾毒性与归经无相关性，与四性、五味有相关性。再通过对四性和五味两个方面12个变量因素进行非条件Logistic回归分析，筛选出四性中的热、平和五味中的苦、甘共4个变量因素，其中苦味、热性是中药肾毒性的危险因素，甘味、平性是中药肾毒性的保护因素。
肾毒性中药和非肾毒性中药在归经的分布趋势并无显著差异。导致现代医学所称的肾毒性的中药，分别归属多个经；未导致现代医学所称的肾毒性的中药，也分别归属多个经。这可能是由于现代医学的解剖器官与中医传统理论所称的脏腑、经络并非单纯的一一对应关系[27]，例如：现代医学所称的肾脏与中医传统理论的所称的肾、肾经并不对应。中药所称的归经是指中药对机体某脏腑或经络的选择性作用，并不是指对现代医学所称的某脏器的选择性作用。这可能是归经并非肾毒性中药影响变量的原因。
五味中的苦、甘，按照传统中医阴阳理论来说，苦味属阴，甘味属阳，二者之间具有阴阳对立制约关系。同时，现代研究表明：许多苦味中药如北豆根28-29]、马钱子[30-31]、 苦参[32-33]等的肾毒性成分为其主要成分——生物碱；而甘味药大部分含氨基酸、糖类及蛋白质[34]，与其他药物配伍时，其多个极性基团能与其他药物的相关基团进行共价键缩合、氢键键合、络合与缔合，形成更大的超分子集团，使其他药物的特性基团结构形态改变，到达病灶后缓慢分解，释放出有效的功能基与病灶作用，从而降低与病灶作用的强度、或者抑制其副作用，如苦味药所含的生物碱与甘味药所含的糖类物质形成糖苷，即可抑制该生物碱的毒性[35]。这可能就是甘味是肾毒性保护因素而苦味是肾毒性危险因素的原因。
平性药作用缓和，含有的功效物质比较丰富。平性的作用，既可以通过功效物质的药理作用来体现，也可结合其味的表达等来体现（如：甘平）[36]。研究发现[37]平性中药中黄酮类、甾醇类、氨基酸类成分的含量较高，这些物质具有抗氧化、抗炎、镇痛、调节免疫等药理作用[38-43]，可调节机体的新陈代谢，增强机体的抵抗力，即“扶正”作用。由此推测，平性药可能对肾脏具有保护作用，从而减少肾毒性的发生。
现代研究表明，中药肾毒性的物质基础可能与主治功效的物质基础相同，也可能不同。如：斑蝥、钩吻、砒石（霜）、红升丹等所含的斑蝥素、钩吻碱、硫化砷、氧化汞，既是主治功效的物质基础，也是肾毒性的物质基础；望江南子、苍耳子、相思子、巴豆等种仁所含的毒蛋白，则多是肾毒性的物质基础，而不是主治功效的物质基础[6]。鉴于中药性味更多的是对其主治功效的概括，由“热性是中药肾毒性的危险因素”推测：热性的肾毒性中药，其肾毒性的物质基础与主治功效的物质基础不同的概率较大。
3.2 Logistic回归预测模型对中药肾毒性研究的意义
通过对建立的中药肾毒性Logistic回归预测模型进行分析，398味非肾毒性中药，其中94味非肾毒性中药误判为肾毒性中药；111味肾毒性中药，其中43味中药误判为非肾毒性中药；总的误判率为26.9%。原因可能分为：肾毒性的判定标准比较宽泛，导致四性、五味入选模型的变量与中药肾毒性的相关性呈弱相关。已有研究也表明，相同四性归属的中药导致肾毒性的机理不同，相同机理引起肾毒性的中药四性归属亦有别，如温热性中药苍耳子、补骨脂、雄黄、吴茱萸、两头尖可直接损害肾小管上皮细胞，甚至发生广泛的近曲小管坏死，其中苍耳子和雄黄亦对肾小球有直接的毒性损伤，而寒性中药蚤休、川楝子亦可直接损害肾小管上皮细胞 [6,14,44-46]；热性中药附子则主要通过干扰肾小管的机能而产生肾毒性[47]。因此，如能将肾毒性的判定所包含的内容进一步细分为不同类别，则四性、五味入选模型变量与中药不同类别肾毒性的相关性可能会增强，从而降低误判率，提高模型的预测能力。
近年来，有关中药不良反应的报道日渐增多，其中很大一部分是肾毒性[48-49]。许多传统被认为是“无毒”的中药也被陆续发现具有潜在的肾毒性，如：马兜铃，历代本草著作均未言及其毒性，《开宝本草》和《汤液本草》还称其“无毒”，但现代研究已证实其肾毒性[50]。因此，被该模型误判为肾毒性的“非肾毒性中药”也不能排除具有潜在肾毒性的可能，当然这有待进一步的研究验证。
4.结论
本研究通过将中医传统理论和统计学相结合、将中医药的传统论述与中药肾毒性的现代研究相结合，为中药肾毒性提供了数理性预测模型。该模型表明：苦味、热性是中药肾毒性的危险因素，甘味、平性是中药肾毒性的保护因素。该模型对于中药肾毒性具有一定的预测能力。这对中药肾毒性的预测和深入研究具有一定的参考价值。
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