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中药现代化研究的崭新模式: 单细胞药理学

陈嘉鋆#, 郭秋岩#, 徐承超*, 王继刚*

(中国中医科学院青蒿素研究中心, 中药研究所, 北京 100700)

摘要: 单细胞组学技术能够在单细胞分辨率下以高通量、无偏倚的方式获取单个细胞的基因组、转录组、蛋白

质组等组学信息, 从而全面准确地表征细胞功能状态、揭示细胞间异质性以及反映药物治疗后的效应差异。该

技术广泛应用于现代药物的药物筛选、疗效评价和药理研究等。在中药研究领域, 单细胞组学技术在药物有效

成分筛选、作用靶标鉴定以及作用机制阐明等方面具有巨大的应用潜力与发展空间。本文简要介绍以单细胞转

录组测序为代表的单细胞组学技术, 综述其在现代药物研究领域的应用。在此基础上展望单细胞组学技术应用

于中药药理研究的崭新模式——单细胞药理学, 系统阐述其在中药药理中的研究模式以及在促进中药现代化中

的应用前景。
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Abstract: Single cell "omics" technology enables the capture of genome, transcriptome, proteome and other

omics information in a high-throughput and unbiased manner at single-cell resolution, allowing the characterization

of the functional state of individual cells to reveal their heterogeneity and differential responses to drug treatment.

This technology has wide application in pharmacological research, facilitating drug screening, efficacy evaluation,

and mechanistic studies. We envision that, in the field of traditional Chinese medicine (TCM), single cell omics

technology can be applied in the identification of active ingredients and drug targets, and elucidation of drug

mechanism of action. In this article, we briefly introduce the single cell omics technology - particularly single cell

transcriptome sequencing, and review its application in the field of modern drug research. Based on that, we propose

the concept of "single cell pharmacology" and articulate how it can be applied to transform the pharmacological

research of TCM and promote TCM modernization.
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单细胞组学技术作为近年发展迅速的生命科学前

沿技术, 是指在对样品中单个细胞进行分离之后, 采用

基因组测序、转录组测序、蛋白质组检测和代谢组检测

等技术进行研究, 从而获取单个细胞的基因组、转录组

和蛋白质组等组学信息[1,2]。在信息采集的深度与广度

方面, 单细胞组学技术能够在以往针对组织或器官整

体的研究层次上进一步深入到“细胞”水平, 并对各种

层次的组学信息进行解析, 在全面揭示细胞间异质性

方面具有独特优势。目前以单细胞转录组测序为代表

的单细胞组学技术已经广泛应用于肿瘤[3,4]、免疫[5,6]、

神经系统[7]以及发育[8]等领域。而单细胞组学技术在

药物研究尤其是药理领域的应用也逐渐成为人们关注

的焦点, 并且相关研究已取得关键性进展与突破[9-11]。

中药是中医治疗、保健和预防疾病的主要载体 ,

临床主要用药形式包括复方、单味药等, 具有多成分、

多靶点、多途径协同作用的药理特点。目前在中药药

理研究中主要面临有效成分不清晰、作用靶标谱不完

整、作用机制不明确等局限, 成为限制中药现代化和国

际化的主要瓶颈, 也是亟待突破的关键问题[12]。细胞

是药物分子直接的作用对象, 也是药物具体效能的客

观反映。笔者认为, 通过以细胞作为研究切入点与突

破口, 将单细胞组学技术应用于中药药理的“成分—靶

标—机制”研究之中, 构建“单细胞药理学 (single cell

pharmacology, SCP)”的研究体系, 将为攻克上述复杂

难题提供可行途径与有效策略, 从而创造中药现代化

研究的崭新模式。

为此, 本文综述以单细胞转录组测序为代表的单

细胞组学技术体系及其在现代药物药理中的研究进

展, 以此为基础探究单细胞药理学在中药领域的研究

思路。通过应用单细胞组学技术, 促进对中药单药或

复方中有效成分的筛选, 以及对中药成分的作用机制

与效应规律的探究, 并推进针对作用靶点的新药创制

或者拓展经典药物的适应范围, 从而加速中医药现代

化与国际化的进程。

1 单细胞组学技术体系概述

1.1 单细胞组学技术发展现状 以中心法则为主线,

单细胞组学技术主要包括基于高通量测序平台开展的

单细胞基因组、转录组测序, 以及基于质谱等平台的单

细胞蛋白质组、代谢组检测技术[13,14]。其中, 单细胞基

因组测序技术通过对分离的单细胞基因组进行多重链

置换扩增 (multiple displacement amplification, MDA)、

多次退火环状循环扩增技术 (multiple annealing and

looping-based amplification cycles, MALBAC) 等全基

因组扩增, 并使用高通量测序对其变异位点进行检测,

从而解析同一个体不同细胞之间在基因组序列上的差

异 [15,16], 其应用主要集中在生殖遗传 [17]、肿瘤异质性

与亚克隆进化[3,18]、液体活检[19,20]等研究领域。单细胞

蛋白质组学以及单细胞代谢组学检测技术则是分别对

单个细胞的蛋白质以及内源性代谢物进行定性和定量

研究[21-23]。由于蛋白质和代谢物均不具备扩增特性, 并

且单个细胞中的所含物质含量较低、种类繁多、丰度分

布差异较大, 对于检测方法的灵敏度与特异性提出了

极高要求, 导致目前发展相对滞后[24]。尽管目前已有

基于串联质谱标签 (tandem mass tag, TMT) 标记和液

质联用技术 (liquid chromatography and tandem mass

spectrometry, LC-MS/MS) 的 SCoPE-MS[25]/SCoPE-

MS2[26]等单细胞蛋白质组检测技术, 以及基于基质辅

助激光解吸 (matrix-assisted laser desorption/ionization,

MALDI) 成像质谱的 SpaceM[27]等单细胞代谢组检测

技术涌现, 其具有较高的细胞检测通量与蛋白质/代谢

物定量准确性, 然而鲜有应用方面的报道。上述技术

囿于其应用范围、检测通量或者技术瓶颈, 目前仍难以

成为现代药物乃至中药药理领域中普适性、可行性的

研究方法。

自 2009年 Tang等[28]首次报道对小鼠单个卵裂球

进行转录组测序以来, 单细胞转录组测序 (single cell

RNA sequencing, scRNA-Seq) 历经十余年的发展与革

新, 技术流程的成熟稳健与应用范围的灵活多样使其

在单细胞组学技术体系之中独树一帜。该技术通过对

样品中单个细胞进行分离裂解, 提取以mRNA为主的

RNA并逆转录合成 cDNA, 随后进行扩增建库以及高

通量测序 , 从而获取样品中各个细胞的基因表达信

息[29]。scRNA-Seq目前已广泛用于表征细胞亚群功能

状态、揭示基因表达模式异质性、构建细胞发育轨迹、

研究细胞-细胞通讯互作等[30,31]。上述方法使得研究人

员能够深入研究细胞层次的生命活动过程, 揭示疾病

发生发展规律, 同时也为探索药物的作用靶点以及分

子机制提供崭新的方法学支撑。

基于单细胞组学技术体系的发展现状, 笔者认为

应通过以点带面, 协同推进的策略, 将以 scRNA-Seq为

代表的单细胞组学技术应用于单细胞药理学研究之

中, 促进对中药单药或复方中有效成分的高效筛选, 以

及对药物成分的作用机制与效应规律等方面的深入

探究。

1.2 单细胞转录组测序技术 scRNA-Seq 的检测原

理与组织转录组测序 (bulk cell RNA sequencing, Bulk

RNA-Seq) 相似, 不同之处在于其研究对象从群体组织

转移到单个细胞。如图 1所示, 其关键技术流程主要

包括对单细胞进行分离捕获、对微量RNA分子信号进

行扩增, 以及后续对 scRNA-Seq数据进行数据分析。
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单细胞分离技术根据其原理不同可分为梯度

稀释、荧光激活细胞分选 (fluorescence activated cell

sorting, FACS)、微流控分离 (microfluidics)、微孔板分

离等。梯度稀释法[32]操作简易、成本低廉, 然而分离准

确度较低, 主要用于人工培养样品相关研究。FACS[33]

基于流式细胞仪对细胞悬液中激发特定荧光信号的靶

细胞进行收集, 准确高效, 然而分选过程可能会对细胞

活性与形态造成影响, 适用于对细胞活性和形态要求

较低的相关研究。微流控分离技术[34,35]采用微流体芯

片装置, 将细胞封闭于微滴中进行分离, 系统集成, 选

样灵活, 分选效率与稳定性较高, 对细胞造成的损伤较

低, 然而对细胞大小有所限制。而微孔板分离技术[36]

主要将细胞分散在单个微孔从而实现细胞分离, 能够

克服细胞大小的影响, 而其细胞检测通量与微流控分

离技术等相比较低。上述方法的建立, 促进了细胞活

性以及检测通量的提升, 也为后续优化与整合转录组

扩增技术奠定基础。

随着近 10 年的发展与迭代 , 各种高效、灵敏的

scRNA-Seq 扩增方法不断出现 , 其中主要包括基于

体外转录 (cell expression by linear amplification and

sequencing) 的CEL-Seq/CEL-Seq2技术、基于模板转换

(switching mechanism At 5' end of the RNA transcript,

SMART) 的 Smart-Seq2/Smart-Seq3 技术、结合微流控

系统的 inDrop/Drop-Seq 技术以及 10X Genomics 的

Chromium平台。其中, CEL-Seq/CEL-Seq2[37,38]技术对

转录组进行体外线性扩增, 能够降低扩增偏倚, 然而其

具有较高的 3'端偏好性, 以及对低丰度转录本的低灵

敏度。Smart-Seq2[39,40]/Smart-Seq3[41]技术基于逆转录

与模板转换捕获并扩增基因的全长 cDNA, 除了能够

捕获较高数量及覆盖度的转录本, 还能够用于检测单

细胞水平的单核苷酸变异位点、可变剪接等相关研究。

inDrop[42]和Drop-Seq[43]技术结合微流控分离和细胞条

形码标记技术, 通过微珠捕获同一细胞来源的RNA并

于液滴中进行扩增反应, 在提升产物浓度、扩大细胞检

测通量的同时也降低了建库成本, 而 10X Genomics的

Chromium平台[44]在前者基础上进一步采用油滴对反应

体系进行封装, 使得细胞检测数量以及平台拓展性显著

提高 , 并且采用独特分子识别标识 (unique molecular

identifiers, UMIs) 标记单个 mRNA 片段 , 在后续分析

中能够有效降低 PCR扩增所带来的偏倚, 提升转录本

定量的准确性。

由于检测方法的多样、信号类型的复杂以及批次

效应的影响, scRNA-Seq所产生的测序数据中包含大

量细胞的基因表达信息, 呈现“高维”、“稀疏”的数据分

Figure 1 Single cell omics technology and single-cell RNA-sequencing analysis workflow. (A) Single cell dissociation; (B) Single cell

omics technology; (C) Bioinformatics analysis of scRNA-Seq. FACS: Fluorescence activated cell sorting; MDA: Multiple displacement

amplification; LIANTI: Linear amplification via transposon insertion; G&T-seq: Genome and transcriptome sequencing; CEL-Seq: Cell

expression by linear amplification and sequencing; SMART-Seq: Switching mechanism at 5' end of the RNA transcript sequencing; PLAYR:

Proximity ligation assay for RNA; CITE-Seq: Cellular indexing of transcriptomes and epitopes by sequencing; REAP-Seq: RNA expression

and protein sequencing assay; CyTOF: Cytometry time of flight; SCoPE-MS: Single cell ProtEomics by Mass spectrometry; SpaceM:

MALDI-based single-cell metabolomics
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布特征, 有赖于后续生物信息学的方法进行存储、分

析、处理以及可视化[30,45,46]。在整个分析流程中, 需要

依次进行数据质控、基因表达定量与标准化、批次整

合、降维聚类以及差异基因表达等多个步骤, 各个步骤

需要根据检测方式和数据分布特征等对分析方法进行

评估与选择, 以保障分析结果能够准确表征细胞状态

或功能, 并揭示其与组学信息的联系[47,48]。此外, 随着

转录调控分析[49]、拟时序分析[50]以及细胞通讯分析[51]等

新颖分析方法的建立, 极大丰富研究人员对单细胞的基

因共表达调控网络、细胞状态转变与基因表达动态变

化, 以及细胞间基于配体-受体对的互作通讯的理解。

综上, 细胞检测通量与效率的增加、信息捕获完整

和准确程度的提升以及分析方法类型与应用的丰富,

共同促进 scRNA-Seq技术的快速发展, 研究人员能够

根据自身的研究目的以及技术特点 , 采用相应的

scRNA-Seq分析方案进行课题研究[52,53]。随着各种自

动化、高通量、低成本的商业化平台如 10X Genomics

Chromium/Connect、BD Rhapsody的普及与应用, 将极

大地推进基于 scRNA-Seq 的研究工作的开展 , 也为

scRNA-Seq在现代药物以及中药药物研究的应用提供

坚实的研究平台。

1.3 单细胞多组学联合技术 单细胞组学技术的应

用使得研究人员能够逐一对单个细胞的基因组、转录

组、蛋白质组和代谢组信息进行研究, 对于细胞多样性

产生变革性的见解。然而由于疾病机制的高复杂性以

及各组学层次间的低关联性, 使得在单一层次模式近

似的细胞亚群 , 在其他层次中仍然可能具有差异[54]。

因此, 在单细胞中整合多个组学信息能够弥补单一组

学视角的局限, 更加全面表征细胞的状态与功能, 充分

揭示细胞之间异质性以及不同组学信息之间的动态联

系, 上述研究策略也与中医药中的“整体观”和“系统

观”不谋而合。

目前单细胞多组学联合技术主要以单细胞基因

组-转录组联合测序和单细胞转录组-蛋白质联合检测

技术为主。单细胞基因组-转录组联合测序能够从单

个细胞中获得基因组和转录组的联合信息, 研究人员

相继开发了对同一单细胞裂解物中的DNA和RNA进行

同步和分别扩增与测序的DR-seq[55]技术和G&T-seq[56]

技术, 有助于检测细胞间表达的致病遗传变异, 从而

揭示遗传信息对于基因表达与细胞状态的调控机制。

而单细胞转录组-蛋白质联合检测方面的代表性例

子为 PLAYR (proximity ligation assay for RNA) 技术、

CITE-Seq (cellular indexing of transcriptomes and epit‐

opes by sequencing) 以及 REAP-Seq (RNA expression

and protein sequencing assay)。PLAYR[57]分别采用同

位素标记的探针序列与抗体分别标记RNA与蛋白质,

并通过质谱流式细胞技术 (mass cytometry) 检测数千

个细胞的转录组与蛋白质组的信息。而 CITE-Seq[58]

和REAP-Seq[59]两种方法基于寡聚核苷酸链偶联的抗

体标记, 从而整合胞外蛋白质信号捕获与转录组测序

步骤, 但细胞检测通量以及蛋白鉴定数量相对较少, 大

约为80～100种。

随着细胞检测通量的提高、组学信息的丰富以及

检测成本的降低, 单细胞多组学技术具备极大的发展潜

力, 也被《Nature Methods》评为“2019年年度技术”[54]。

对于单细胞多个组学信息的整合分析, 能够促进对于

细胞的复杂调控过程尤其是对于中药药物作用靶点、

治疗机制和治疗反应等药理机制的理解[60]。

2 单细胞组学技术在现代药物研究的应用现状

目前, 以 scRNA-Seq为主的单细胞组学技术已广

泛应用于化疗药物、小分子抑制剂、抗体等。如图 2所

示, 相关研究通过以药物治疗前后、治疗方法与剂量或

时间因素差异、治疗响应程度高低等对样品划分组别,

使用 scRNA-Seq等技术分析不同组别的细胞功能状态

与基因表达模式, 进而揭示药物作用机制、高效筛选药

物、评估药物疗效以及阐明耐药机制等。故此, 本章节

通过回顾单细胞组学技术在现代药物研究领域的应用

进展, 以期为该技术在中药药理研究的应用提供思路

借鉴和方法参考。

2.1 促进药理机制研究 scRNA-Seq能够大规模、高

分辨率地捕获基因表达信息, 可以全面、准确地研究健

康、恶性以及药物处理后组织中的细胞类型和分子状

态, 为药物作用靶点和效应通路的发现提供更多信息,

从而推动理解药物在疾病中的作用机制[10,61]。

近年来几项研究采用 scRNA-Seq用于揭示不同肿

瘤类型的肿瘤微环境 (tumor micro environment, TME)

的细胞构成和分子表达模式, 通过对比药物治疗前后

TME中对肿瘤浸润淋巴细胞和基质细胞细胞类型与状

态, 从而在复杂微环境系统中揭示药物的作用机制[62,63]。

Zheng 等 [64]则在单细胞水平对肝癌肿瘤微环境中的

5 000个T淋巴细胞转录组及TCR进行综合分析, 揭示

了肿瘤相对于其他部位的T细胞在功能、分布和发展

状态方面的异质性。研究发现 Layilin 基因在效应

CD8+ T 细胞以及抑制性 T 细胞 (Treg) 中的特异性表

达, 并通过体外实验证明该基因能够抑制CD8+ T细胞

的杀伤作用, 可能作为免疫疗法的潜在作用靶点, 从而

促进新型肝癌免疫疗法的建立。

对于其他疾病领域, scRNA-Seq技术也有助于解

析疾病背景下各种类型细胞的基因表达谱、丰度以及

相互作用, 从而为检测药物作用靶标和作用途径, 进而
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指导疾病的靶向治疗提供可能。药物诱发的超敏反应

综合征/伴有嗜酸性粒细胞增多和全身症状的药物反

应 (drug-induced hypersensitivity syndrome/drug reac‐

tion with eosinophilia and systemic symptoms, DiHS/

DRESS) 是一种潜在致命的多器官炎症性疾病, 与疱

疹病毒再激活和随后发生的自身免疫性疾病相关[65]。

Kim等[66]对难治嗜酸性粒细胞增多和全身症状患者的

皮肤和血液样本进行单细胞转录组测序 , 研究鉴定

JAK-STAT信号通路为潜在治疗靶标, 中央记忆CD4+ T

细胞富含人类疱疹病毒 DNA。通过托法替尼的干预

在体外抑制病因引起的T细胞增殖, 进一步验证 JAK-

STAT途径和疱疹病毒在介导药物不良反应中的作用。

2.2 提高药物筛选效率 药物筛选是药物研发流程

中至关重要的环节, 其中筛选通量的提高直接缩短药

物的研发周期, 进而降低其研发成本。基于高通量测

序的基因表达分析能够反映处理样品对于药物作用的

响应程度并作为评估药物疗效的筛选依据之一, 目前

已经广泛地应用于新药研究之中[67]。而 scRNA-Seq则

能将评估药物响应程度的分辨率从组织水平提升到细

胞类型水平上, 既能评估同种细胞对于不同药物作用

条件如种类、时间、剂量等的响应程度异同; 也能反映

不同类型细胞对相同药物处理的响应程度的差异。

Ye等[68]开发了一种高通量药物筛选平台DRUG-

seq, 基于不同化合物作用后的基因表达谱对细胞进行

tSNE聚类, 其中同一亚簇中不同化合物的药理作用机

制相似。该研究采用 433种化合物处理骨肉瘤U2OS

细胞, 其中 88个被鉴定为导致具有 50个以上基因显著

改变的有效化合物, 涉及信号转导、细胞周期和翻译等

作用途径。通过该技术能够对作用机制相似的化合物

进行高通量筛选, 并快速确定未知化合物的可能作用

途径与作用靶标。Shin等[69]采用瞬时转染短条形码寡

核苷酸 (short barcoding oligos, SBOs) 用于标记多种实

验条件下的细胞样品, 并结合Drop-Seq单细胞测序技

术对药物作用的基因表达特征进行分析。该研究探究

5 种药物处理时间和 45 种药物处理慢性髓系白血病

K562细胞的单细胞测序结果, 揭示了不同处理时间下

基因表达轨迹, 同时检测了不同药物作用的靶标特异性

基因, 为临床药物选择提供参考依据。Srivatsan等[70]开

发出 sci-Plex, 结合细胞核散列 (nuclear hashing) 标记

与单细胞转录组测序技术, 在单细胞分辨率下对数千

个药物干扰的全局转录反应进行评估, 并且将单个细

胞的建库成本降低到每个细胞低于 0.01美元。研究对

使用 188种化合物处理的 3个癌细胞系, 应用 sci-Plex

在单次实验中对约 5 000个独立样本中的约 65万个单

细胞转录组进行解析, 高效鉴定了不同类型细胞对特

定化合物反应的差异, 以及对同一类化合物家族反应

的共性。

上述研究表明, 通过应用单细胞组学技术进行药

物的高通量筛选, 能够在提高药物类型及作用条件筛

选效率的同时降低筛选成本, 从而为新药的快速研制

提供强大助力。

2.3 评估药物治疗效果 单细胞组学技术在评价药

物治疗疗效方面, 能够通过对比同一研究对象中治疗

前后、不同组别对象的细胞丰度、基因表达模式变化,

从而评估药物治疗响应以及疾病进展情况。

在化疗效果研究方面, Park 等[71]通过 scRNA-Seq

研究三种结直肠癌系的 10 000多个细胞对于 5-氟尿嘧

啶 (5FU) 诱导DNA损伤的转录组反应, 反应类型包括

细胞凋亡、细胞分裂以及应激反应, 其中不同反应类型

细胞具有特定的DNA损伤反应相关基因表达模式, 伴

随其相应细胞命运的走向。部分研究结果也通过流式细

胞术在蛋白水平进行验证, 并在其他DNA损伤药物喜

树碱和依托泊苷处理的细胞观察到类似现象。上述研

究为通过单细胞测序技术评估化疗药物的有效性, 以

Figure 2 The application of single cell omics technology in

modern drugs research. (A) Promoting mechanistic research. (B)

Facilitating drug screening. (C) Drug efficacy evaluation. (D)

Revealing drug resistant mechanism
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及后续研究不同细胞亚群的分子特征提供新颖见解。

在免疫疗法相关研究方面, 免疫检查点抑制剂例

如抗 CTLA-4 和抗 PD-1/PD-L1 已经极大地变革多种

肿瘤的治疗方式, 然而目前临床上只对部分特定肿瘤

类型的患者提供有效、持久的肿瘤抑制反应, 研究人员

对于影响肿瘤对免疫疗法响应率的影响因素和作用机

制尚不清楚。为此, Goswami等[72]对 5名接受和 7名未

接受 PD-1抑制剂治疗的胶质母细胞瘤 (glioblastoma,

GBM) 患者进行 scRNA-Seq, 研究发现神经胶质瘤中

CD73 (hi) 巨噬细胞亚群在抗 PD-1治疗后依然存在。

体外实验表明 CD73的缺失可以提高 GBM 小鼠模型

对于抗 PD-1 和抗 CTLA-4 联合治疗的响应 , 表明

CD73是一种特异性免疫治疗靶点, 能够改善胶质母细

胞瘤对于免疫检查点抑制剂的响应程度。上述研究表

明 scRNA-Seq正逐渐成为评估免疫检查点抑制剂对肿

瘤细胞和TME影响以及鉴定新的潜在药物靶标分子

的重要手段, 为后续其他类型疗法的响应程度评估提

供思路借鉴。

2.4 揭示耐药分子机制 在以抗癌药物为代表的耐

药机制研究方面, 单细胞组学技术作为剖析肿瘤异质

性的有力工具, 能够鉴定导致肿瘤细胞耐药的肿瘤亚

克隆群, 检测出与耐药表型相关的基因变异与基因表

达模式并作为候选的靶标分子或通路, 从而深入理解

肿瘤细胞从对药物敏感到耐受两种状态间转变的分子

机制[73,74]。

单细胞转录组研究方面, Maynard等[75]使用Smart-

Seq2技术, 对 30名非小细胞肺癌患者分别处于靶向治

疗前期、治疗间期以及疾病进展期的 49个肿瘤样本进

行单细胞转录组测序, 共获得 23 261个单细胞的基因

表达谱。其中靶向治疗后残留 (residual disease, RD)

的肿瘤细胞上调表达肺泡修复与再生信号如WNT/β-

catenin 信号通路 , 而治疗中进展 (progressive disease,

PD) 的肿瘤细胞则上调犬尿氨酸、血纤维蛋白溶酶原

和细胞缝隙连接相关通路。研究结果表明通过早期联

合用药同时抑制 WNT/β-catenin 信号通路以及 EGFR

或ALK则能提高肿瘤细胞对药物响应的程度。该研

究揭示了非小细胞肺癌在不同治疗阶段的肿瘤细胞的

可塑性特征, 并且为后续临床联合用药的方案制定提

供了新颖见解。单细胞蛋白质组研究方面, Su等[76]采

用微流控的单细胞条形码芯片 (single cell barcode

chip, SCBC) 技术对 BRAF V600E 突变型黑色素瘤细

胞的单细胞蛋白质组与代谢组进行检测, 基于FLOW-

MAP算法对数据集的降维结果表明, 肿瘤细胞可能通

过两种相互独立的途径由药物反应状态转变为药物耐

受状态, 模块分析与实验验证表明特定肿瘤细胞所采

取的轨迹由药物治疗之前的转录因子 MITF 水平决

定, 同时还发现两条耐药路径与不同的信号转导和细

胞代谢密切相关。通过小分子药物抑制糖酵解丙酮酸

激酶 PKM2或转录因子NFκB可以分别抑制两条耐药

途径, 并且三药组合疗效优于双药组合, 后者优于单药

疗法。该研究结果将有助于增进对黑色素瘤耐药性转

化的理解, 为后续开发更有效的肿瘤联合疗法提供了

新的视角。

应用单细胞组学技术对耐药机制进行研究, 有助

于采取可行的治疗策略来抑制或逆转耐药状态的转

变, 并为筛选联合用药方案的候选药物分子提供依据,

从而为后续临床针对耐药患者治疗方案的制定与优化

奠定基础。

3 单细胞组学技术在中药现代化研究中的应用以及

思路探究

基于 scRNA-Seq等单细胞组学技术在现代药物研

究的应用基础与项目经验, 将为单细胞组学技术在中

药药理的研究应用提供思路借鉴与启发, 有助于揭示

中药的药效物质基础及其作用机制, 并由此促进单细

胞药理学这一新兴领域的产生。如图 3所示, 单细胞

药理学的研究内容主要包括中药活性成分筛选、作用

靶点研究、作用机制阐明以及药代动力学分析等。

3.1 中药活性成分筛选 相对于化学成分单一的化

学药物, 中药的单味药物或复方方剂中具有组成复杂、

数量众多的化学成分, 并且各种药物成分中组合与作

用的形式在不同病症中具有差异, 采用现代科学的分

析技术对中药中的活性成分进行筛选是中药现代化的

重要手段与研究策略[77,78]。前期研究采用基于活性成

分分离鉴定、代谢组学和分子识别等技术对青蒿素[79]、

川芎嗪[80]、淫羊藿苷[81]等中药活性药效基础进行大量

探索, 然而存在筛选效率较低、活性评价指标单一, 难

以体现中药系统性与整体性等局限。在单细胞药理学

研究中, 通过单细胞组学技术高通量评估细胞对药物

作用的响应程度, 同时有助于阐明药物作用的物质基

础和效应机制, 在对中药活性成分筛选方面具有广阔

的应用前景。

瞬时受体电位 (transient receptor potential, TRP)

离子通道是细胞膜上重要的阳离子通道蛋白超家族,

而寻找新型的 TRP 通道调节剂成为药物筛选领域的

热点之一。Ai等[82]开发出针对 TRP通道调节剂筛选

的单细胞微流控装置, 该装置通过优化微孔尺寸捕获

单个细胞, 能够对近 200个中药成分对 5种 TRP 通道

亚型的调控活性进行高通量筛选, 相比传统的钙荧光

FlexStation 3筛选方法能将筛选结果的假阳性/假阴性

率从76.2%降低到4.8%。该研究从中药九里香中发现
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4个香豆素衍生物活性成分, 进一步通过体内模型证

实香豆素衍生物活性成分 B304 能够逆转 TRPA1 介

导的炎症性疼痛。尽管并未对药物处理后的单细胞开

展转录组等组学分析, 该研究仍表明了单细胞微流控

装置在筛选中药、天然药物的化合物方面具有的卓越

性能。后续研究中能够基于类似的微流控系统平台,

将中药药物成分筛选步骤与单细胞组学检测技术如

DRUG-seq、sci-Plex等进行整合, 根据细胞在药物成分

及其组合作用下的基因表达与通路变化模式的异同,

在单次研究中对具体发挥作用的药物成分及其组合进

行高通量筛选。此外, 通过在该系统中拓展药物浓度

加样单元, 则能够在此基础上进一步研究各种药物成

分的量效关系, 从而提升整个筛选流程的集成化、自动

化与标准化。

3.2 中药作用靶点鉴定 与中药的药物成分组成复

杂、组方配伍形式多样的特点相对应, 中药的多种活性

成分通过协同作用于多种靶标蛋白, 引起下游多条通

路途径的激活或抑制从而发挥治疗作用, 明确药物作

用靶点将进一步促进中药药理机制的阐明。针对具有

多成分、多靶点和多途径特点的中药药物研究, 目前研

究人员主要通过组织蛋白质组学以及网络药理学等策

略进行研究。

对于蛋白质组学, 在前期研究中研究人员已经对

中药单体成分如青蒿素[83]、藤黄酸[84]等, 单味中药如黄

芩[85]、三七[86]等, 以及中药复方如黄黛片[87]、茵陈五苓

散[88]等, 采用活性蛋白质组 (activity-based protein pro‐

filing, ABPP) 等技术对给药处理前后的细胞系或动物

模型的药物作用靶点进行鉴定。而在单细胞蛋白质组

学技术方面, 尽管由于其技术发展仍处于早期阶段, 目

前在中药领域乃至现代药物研究都鲜有相关研究报

道。然而鉴于两者在检测原理与分析策略上的相似

性, 后续研究将通过应用单细胞蛋白质组学技术, 在药

物干预的背景下进行单细胞蛋白质表达谱分析, 全面、

准确地反映药物在不同类型细胞的作用靶点。

网络药理学的研究策略是基于数据库数据信息,

构建成分-靶点-疾病等互作网络, 从而预测药物的药

效物质、作用靶点以及效应通路, 目前已广泛应用于单

味中药和复方方剂的作用靶点研究[89-91]。如高凤凤

等[92]利用网络药理学和分子对接技术从整体层面阐释

黄精治疗动脉粥样硬化的作用机制, 拓扑分析结果鉴

定到血清白蛋白、丝裂原活化蛋白激酶3等5个关键靶

点, 并且分子对接结果表明黄精成分与潜在关键靶点

具有较好的结合活性。而黄友等[93]采用类似的研究策

略, 筛选到 82个附子理中丸治疗溃疡性结肠炎的潜在

靶点, 主要涉及有机物反应、细胞凋亡的调节、细胞程

序性死亡的调控等生物过程。网络药理学分析结果的

Figure 3 The application of single cell pharmacology in traditional Chinese medicine research. (A) Screening of active ingredients. (B)

Identification of drug targets. (C) Elucidating mechanism of action. (D) Revealing pharmacokinetics
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准确程度高度依赖于中药成分与靶点网络数据库的完

整性以及网络计算模型与指标设定的合理性, 同样也

离不开组学技术的支持与验证[94]。随着单细胞组学数

据的引入, 网络药理学在后续应用中将整合“细胞”维

度的信息, 完善“成分-细胞-组学-靶点-疾病”互作网

络的构建, 为今后中药单药和方剂的作用靶点研究提

供新颖的线索。

3.3 中药作用机制阐明 由于随着二代测序与生物

信息学的发展与应用 , 目前已有不少研究采用 Bulk

RNA-Seq用于中药成分或复方的药理机制研究之中,

通过检测药物作用于细胞或动物模型后而引起的总体

水平的基因表达谱变化, 从而对药物作用的潜在靶点

与功能通路进行揭示[95]。以往的转录组学研究对象主

要聚焦于组织水平, 不同类型细胞对于药物作用的响

应异质性在此过程被掩盖。而 scRNA-Seq 技术的应

用, 则能够充分反映药物作用于不同类型细胞而引起

的转录差异, 从而深入揭示药物调控的细胞类型及其

作用的分子机制。

糖耐量受损 (impaired glucose tolerance, IGT) 表

现为由正常血糖向糖尿病过渡的异常代谢状态, 先前

研究表明中药经典方剂左归丸对于 IGT具有疗效, 为

了进一步研究左归丸治疗 IGT的作用分子机制, Liang

等[96]采用显微操作技术分离 2细胞期小鼠胚胎的单个

受精卵, 分为对照组 (细胞培养基)、模型组 (高糖培养

基)以及加药组 (在高糖培养基中添加含 0.01% v/v左

归丸的大鼠血清的培养基) 进行体外培养以及 scRNA-

Seq。该研究揭示了高糖对于胚胎细胞中糖代谢相关

的基因调控变化, 其中左归丸能够通过上调氧化呼吸

链中的基因和氧化磷酸化从而促进糖代谢, 对由葡萄

糖高负荷引起的胚胎细胞死亡具有保护作用, 为后续

研究中药方剂在疾病模型上的潜在分子机制提供了

启示。

通过将 scRNA-Seq等单细胞组学技术应用于单细

胞药理相关研究之中, 获取中药药物作用于不同类型

细胞所引起的基因表达或通路变化信息, 将有助于揭

示药物的直接作用对象——细胞在“药物-细胞-靶点-

途径-表型”中的枢纽作用, 从而全面阐释中药发挥效

用的分子机制。

3.4 中药药代动力学研究 中药方剂多以口服制剂

形式应用, 各种药物成分历经体内一系列吸收、分布、

代谢与排泄 (ADME) 过程后抵达靶标器官或组织处

发挥作用, 其中各种成分在不同代谢过程的效应形式、

生理活性、生物利用度等尚待明确。因此, 中药成分的

药理机制研究需要密切结合其代谢动力过程, 才能更

加全面地揭示中药药物的效应机制以及切合中药的实

际应用情况[97-99]。然而, 传统的药代动力学研究往往

存在如下问题: ① 以偏概全, 通过一种或数种成分来代

表复杂多样的复方系统; ② 孤立静止, 关注药物原型

成分而忽略药物成分之间的相互作用以及在 ADME

过程中的动态变化; ③ 片面单一, 缺乏生物机体对于

药物处理的代谢反应等信息, 因而难以系统准确地表

征中药整体性和动态性的药代动力学过程及其与药理

机制的内在联系。

针对上述局限, 研究人员分别提出了基于组织代

谢组学以及整合 ADME模型的网络药理学等策略进

行中药药代动力学研究。在组织代谢组学方面, Lan

等[100]首次提出多药药物动力学Poly-PK (poly-pharma‐

cokinetics) 研究策略, 基于代谢组学技术, 对药物自身

化学成分、生物体的内源性代谢物以及药物的次级代

谢成分进行定性和定量检测, 并进行差异性和关联性

分析。Xie等[101]对服用黄芪汤后人体内的代谢反应谱

进行表征, 在人血浆中鉴定了 56种黄芪汤化合物成分

以及 292代谢衍生物并构建其浓度-时间曲线。而Liu

等[102]则对服用四神丸的正常和结肠炎大鼠的血浆中

的 26种活性成分及其生物利用度进行研究, 上述研究

表明Poly-PK研究思路的有效性和可行性。在此研究

策略的基础上, 单细胞药理学能够通过单细胞代谢组

学技术, 在药物处理的背景下进行不同作用部位或过

程的单细胞药物代谢图谱进行分析, 从而全面动态地

反映药物的活性成分和生物利用度, 系统揭示不同细

胞中药物代谢变化以及动力学过程的异质性。

在整合 ADME 模型的网络药理学方面 , 许海玉

等[103,104]首次提出“整合药理学”的概念, 通过将中药方

剂成分的体外 ADME模块与网络药理学进行整合分

析, 从而构建“化学指纹-代谢指纹-分子生物网络-药

理效应”多维研究模式, 目前已有对青黛片[105]、清火柔

肝方[106]等进行整合分析的相关报道。鉴于整合药理

学具有交叉融合、兼收并蓄的特点, 其与单细胞药理学

也具有较好的学科结合相性。通过在此分析框架上整

合单细胞的转录组、蛋白质组等组学信息, 则能建立单

细胞药效学—单细胞药动学的研究模型, 进一步揭示

药物成分的药代动力学过程与细胞药理效应之间的内

在关联, 从而构建完整的中药—细胞—疾病的分子生

物网络。

4 讨论与展望

在过去 10年中, 单细胞组学技术能够以高通量、

无偏倚的方式精确表征单个细胞中基因组、转录组、蛋

白质组以及代谢组等成分信息及其动态关系, 已经广

泛应用于生物学、医学等研究领域并取得重大进展, 该

技术在中药药理研究领域也具备巨大的应用潜力。因
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此, 本文介绍了以 scRNA-Seq为代表的单细胞组学技

术体系的发展现状以及技术流程, 并综述了该技术在

药理机制、药物筛选以及药效评估等方面的研究进展。

通过借鉴其研究策略与思路, 从而探究其在中药药理

的有效成分筛选、作用靶点鉴定以及药物机制探索等

研究模式, 系统阐述了单细胞药理学在中药领域的研

究价值与应用前景。

研究领域方面, 中药相对于现代药物具有以下 3

种特点: 一是在药物来源上, 中药来源以本草植物为

主, 以植物总体或取其根、茎、叶等药用部位等经采收、

炮制和存储过程后作为药材, 不同处理条件会导致其

所含成分及含量具有较大差异[107]。二是在作用成分

上, 中药蕴含成千上万种化学成分, 历经体内 ADME

过程后抵达靶标器官或组织处发挥作用, 并且历经宿

主和肠道微生物的生物转换而形成活性形式, 其活性

成分的代谢过程及其相互作用机制尚待明确[108]。三

是在应用方式上, 中药强调以“君臣佐使, 七情和合”的

复方方剂进行治疗, 具有“药有个性之特长, 方有合群

之妙用”的应用特点, 其各种药物成分之间的协同作用

机制复杂、涉及的药物靶点与通路众多[109,110]。因此 ,

笔者认为, 在通过单细胞组学技术开展单细胞组药理

学研究的同时, 也需要高度结合中药自身的研究背景

与学科特点, 针对中药研究领域的痛点、难点提出解决

方案, 才能切实提高中药的研究水平, 进而促进中药的

现代化与国际化。

技术体系方面, 单细胞组学技术目前仍然存在较

大的局限与挑战。在单细胞转录组测序方面, 尽管在

单细胞组学技术中相对成熟, 其技术流程较为复杂、检

测成本相对较高, 并且在细胞检测通量和检测基因表

达的完整程度方面仍有局限, 对前期样品处理以及后

期数据质控提出较高要求[111,112]。单细胞蛋白质组和

单细胞代谢组学发展与应用相对滞后, 目前仍然没有

成熟的商业化解决方案, 其技术瓶颈一方面是需要高

效、稳定获取单细胞样品, 在样品制备过程尽可能减少

样品损失、缩短样品制备时间以及降低外界因素而引

入的误差。随着微流控芯片以及纳米材料等装置的引

入, 后续细胞样品处理过程将能进一步提升高细胞检

测通量、稳健性以及自动化程度[113,114]。而另一方面在

于对蛋白组和代谢组学数据进行准确检测和分析, 需

要进一步扩大对蛋白质和代谢产物的检测范围、提升

检测信号的灵敏度、以及不同检测流程之间的兼容和

拓展性。而随着上述局限的克服, 单细胞蛋白质组学

和单细胞代谢组学等技术将为表征细胞状态与功能,

药物靶点鉴定以及活性成分筛选等发挥重要作用, 在

单细胞药理学的研究之中具有巨大的应用潜力。

发展方向方面, 目前单细胞组学技术的研究与应

用仍然处于起步阶段, 特别在于中药研究领域仍然是

相对前沿与新颖的技术。为了更好地将单细胞组学技

术应用于中药药理研究, 仍然需要研究人员在纵向和

横向两个维度进行探索与攻坚。纵向方面, 需要促进

单细胞组学技术在单细胞药理学的应用深度。对其多

组分、多靶点、多途径的特点逐一剖析, 并在此过程借

助生物信息学和网络药理学等多种方法、引入单细胞

多组学的研究策略、整合各种新兴技术与平台等, 从而

深入揭示药用成分对于各类细胞相应作用靶点的作用

机制。而横向方面, 需要拓宽单细胞药理学与各种疾

病如肿瘤、微生物感染等交叉融合的应用广度。研究

药物治疗疾病的作用机制, 并鉴定相关分子标志物, 用

于预测患者的治疗反应、预后状态等, 从而助力具有中

国特色的精准医学发展。

单细胞组学技术的迅速发展逐渐成为驱动现代药

物研发流程革新的强大助力, 为高效筛选中药活性成

分、鉴定作用靶点、阐明药物作用机制提供更加全面、

精准的研究策略和工具。随着单细胞组学技术的应用

与普及, 其技术门槛与成本限制也随之降低, 为广大科

研工作者探索中药研究领域给予有力的支持。而在应

用单细胞组学技术挖掘中药资源宝库的过程之中, 产

生的技术需求也为推动单细胞组学的进一步发展提供

强大的动力。综上, 中药药理研究与单细胞组学技术

的有机结合促进了单细胞药理学这一学科的兴起, 终

将实现两者的共同发展与飞跃, 在促进中药现代化与

国际化进程中具有广阔的应用前景。
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