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·专  论· 

基于单细胞转录组学的多基原有毒中药危害识别研究思路及方法  
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摘  要：目前国家药典委员会已采用风险评估策略开展中药外源性危害物的限量控制，并逐步开展内源性有毒成分风险控

制。很多有毒中药毒性数据缺乏，尤其是多基原中药，化学成分复杂，作“同一药用”的毒理学表现是否一致？这给风险评

估的第一步危害识别带来极大挑战。主要存在 2 个关键问题：一是毒性机制报道较少，信息碎片化，缺乏多种细胞多条通路

综合考虑毒性结局；二是品种间成分差异显著，毒性物质基础不明确，缺乏能整体表征中药毒性的“等效毒性成分群”。因

此，提出构建基于单细胞转录组学的多基原有毒中药危害识别研究思路及方法，以期为多基原有毒中药风险评估体系的构建

提供技术支持。 
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Abstract: Currently, Chinese Pharmacopoeia Commission has adopted the risk assessment strategy to carry out the limited control of 

exogenous hazards of traditional Chinese medicine (TCM) and gradually carried out the risk management of endogenous toxic 

compounds in TCM. Chemical composition of multi-base source TCM is significantly different and whether the safety of the “same 

medicinal product” is consistent still lack of scientific explanation. This brings great challenges to hazard identification, which is the 

first step of risk assessment. There are two key problems in multi-base source toxic TCM. First, the toxicity mechanism is rarely 

reported and lack of comprehensive consideration of the toxicity in multiple pathways and various cells in condition of information 

fragmentation. Second, the basis of toxic substances is not clear, and there is a lack of “equivalent toxic composition group” that can 

characterize the toxicity of TCM as a whole. Therefore, ideas and methods of hazards identification of multi-base source toxic 

traditional Chinese medicine based on single cell transcriptomics are proposed to establish in this article, in order to provide technical 

support for the construction of toxic TCM risk assessment system. 
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随着“一带一路”倡议及“健康中国 2030”规
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部分[1]。特别是中医药在防治新型冠状病毒肺炎中

发挥了重要作用，中药大健康产业已迎来前所未有
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的重大发展机遇[2]。然而，中药质量均一性及安全

性仍是目前制约中药产业快速发展的瓶颈。如马兜

铃酸事件等中药毒性事件时有发生，严重制约了中

药国际化进程。因此，探究中药质量控制及毒性评

价的理论创新和技术突破，构建以质量控制及毒性

评价为核心的中药风险评估体系是推动中药大健

康产业快速发展亟待解决的关键问题。刘昌孝等[3]、

雷海民[4]、李菲菲等[5]提出应立足于中药用药安全

需求，在开展中药材基原、质量标准、安全性等一

系列基础研究的基础上，启动以中药临床为导向的

中药安全性评价研究，构建中药安全性和质量控制

体系，有效管控中药的外源性污染和内源性有毒物

质，从而构建中药药物警戒大数据平台，实现中药

全生命周期的警戒活动。 

除与机体因素有关外，中药毒性与外源性危害

物和内源性有毒成分密切相关，其中内源性有毒成

分受中药基原、炮制及加工等外部因素影响。目前

国家药典委员会已采用风险评估策略开展中药外

源性危害物的限量控制，并逐步开展内源性有毒成

分的风险控制，以客观认识外部因素引起的中药安

全性问题。危害识别是风险评估的第一步，其核心

是对毒性效应、毒性物质及毒性机制进行定性描

述，并关注毒性成分迁移代谢及相互作用[6-7]。当前

很多有毒中药毒性数据缺乏，尤其是多基原中药，

市售药材品种混杂，不同基原作同一药用的毒理学

表现是否一致？这为风险评估带来极大挑战。主要

存在 2 个关键问题：一是毒性机制信息碎片化，缺

乏从多种细胞角度综合考虑毒性结局；二是品种间

成分类别、含量差异显著，毒性物质基础不明确，

缺乏能整体表征中药毒性的“等效毒性成分群”；因

此需采用现代科学语言评价多基原有毒中药危害

识别的一致性和特征性，以满足临床合理用药的需

要。因此，本文提出从危害识别 3 个关键要素即毒

性效应、毒性物质和毒性机制出发，充分考虑毒性

成分迁移代谢及相互作用，借助单细胞转录组学、

体外-体内成分分析及虚拟筛选等多学科技术，建

立多基原有毒中药危害识别研究思路及方法，以期

为多基原有毒中药风险评估体系的构建提供技术

支持。 

1  基于危害识别的多基原有毒中药研究现状 

国家药典委员会提出以“风险控制”为核心开

展中药质量安全标准建设[8]。近年来，在广泛开展

中药重金属、农药残留等外源性有害残留物风险控

制研究的基础上，已逐步开展基于内源性有毒物质的

有毒中药风险控制研究[9-10]。如补骨脂[11]、山豆根[12]、

淫羊藿[13]以及含有雷公藤甲素[14]、马兜铃酸[15]等毒

性成分的中药风险控制研究已有报道。风险评估是

风险控制研究的基础，由危害识别、危害特征描述、

暴露评估和风险特征描述 4 个核心步骤组成。危害

识别是风险评估的第一步，即一种因素能引起生物

系统或人群发生不良反应作用的类型和属性的过

程，其核心是对毒性效应、毒性物质及毒性机制进

行定性表述，并考虑成分迁移代谢及相互作用，见

图 1。 

 

图 1  危害识别、风险评估及中药质量控制的关联 

Fig. 1  Relationship between hazard identification, risk assessment and quality control of traditional Chinese medicine 
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“一药多源”历史由来已久，《中国药典》2015

年版收载多基原中药 152 种，占收录品种的

24.6%[16]。有毒中药的多基原性导致药材品种混杂，

毒性物质及机制未知，这为有毒中药的危害识别带

来极大挑战[17]。此外，由于中药毒理学发展相对较

晚，除少数品种以外，大多数有毒中药不同基原物

种间毒性物质类别和含量不明确，毒性效应和机制

亦未知，多基原有毒中药临床互用及同一质量标准

是否合理还缺乏科学阐释。因此，为保证多基原有

毒中药临床用药的安全性和质量可控性，亟需以危

害识别为导向，从其关键三要素-毒性效应、毒性机

制及毒性物质出发，开展多基原有毒中药安全性的

一致性和特征性研究。 

2  单细胞转录组测序技术的研究概况 

自 2009 年问世以来，单细胞转录组测序技术凭

借揭示单个细胞的基因结构和基因表达动态，反映

细胞发育进化以及异质性而迅速发展[18]，并于 2013

年被 Science 列为年度最值得关注的 6 大领域榜首，

并被 Nature Methods 评为年度技术[19-20]。其技术流

程包括单细胞捕获、模板切换法逆转录得到 cDNA、

单细胞全转录组扩增、转录组文库构建和测序、数

据分析等步骤[21-22]。单细胞转录组测序可对单个细

胞进行无偏、可重复和高通量的转录分析，再结合

定量聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，

PCR）、荧光免疫等方法验证，已在组织器官发育[23]、

癌症异质性[24]、药物敏感性及疾病进程[25]等生命现

象的精准剖析中展示巨大的优势。 

单细胞转录组技术在中药领域研究中的应用

刚刚起步。Zhang 等[26]从胃炎-胃癌转化及中医治

未病角度切入，赵蔚波等[27]提出单细胞转录组对

中医体质的“基本原理”或“关键问题”的展望。

Liang 等[28]采用单细胞转录组测序揭示了高糖影

响 2-细胞期胚胎的基因调控变化，为深入了解左归

丸在糖耐量受损模型上的潜在分子机制提供了思

路。随着分子生物学及组学技术的快速发展，人们

可从整体性、系统性等多视角对中药药效及毒性的

作用机制进行多层次的研究与阐释。但目前中药毒

性研究主要集中于对靶器官组织毒性的作用机制

进行科学阐释，其研究对象以器官组织为主，而组

织由多种异质性细胞组成，单个细胞之间的差异导

致单个细胞属性被大量细胞平均属性掩盖，无法获

取数量较少的细胞亚群的表达信息。因此，亟需对

单个细胞的基因或蛋白进行检测，以判断细胞功

能、探索细胞通信层面的毒性作用机制[29-30]。Wang

等[31]和 Zhang 等[32]提出单细胞转录组学结合多维

组学和通路分析，其是评估靶细胞精确毒理学的一

种强有力的新方法，引领了系统毒理学的变革。与

平均细胞反应和模糊反应细胞独特特性的传统批

量分析不同，单细胞技术能够对单个细胞变化进行

敏感检测，并精确识别受毒物干扰的细胞及细胞亚

群，可以提供丰富的信息来阐明细胞特异性改变和

反应轨迹，检测起始点，绘制和发展毒性途径的动

力学模型。目前，单细胞转录组学已应用于苯致造

血干细胞毒性[33]、黄曲霉毒素 B1 肝毒性[34]以及药

物过敏综合征[35]等毒性机制的研究中。单细胞转

录组测序技术的 2 大优势：一是充分考虑细胞异质

性，可对关键细胞亚群进行分类和功能分析；二是

可通过拟时序分析描述细胞分化动态过程；这决定

了其在中药毒理机制的精准剖析具有广阔的应用

前景。 

3  有毒中药毒性物质基础的发现策略 

有毒中药具有多成分、多靶点、多途径的特色

和复杂性，毒性物质的确定对于阐明毒性机制、开

发减毒策略及制定质量标准至关重要。毒性物质基

础研究多借鉴药效物质基础研究思路，即从体外化

学成分及其代谢物入手，结合虚拟筛选、组学技术

及分子生物学等方法，逐渐发现与效应指标相关联

的物质[36]。 

针对复杂的中药体系，必须揭开 3 个黑箱才

能真正阐明中药毒性物质基础：一是中药成分的体

外迁移及体内代谢均会影响毒性效应[37-38]，发现体

外-体内的迁移代谢因素对于识别毒性物质、制定

风险控制策略至关重要。二是中药多个毒性成分如

何通过多靶点调节机体产生效应呢？组学技术的

应运而生为其从多维角度阐释多成分、多机制成为

可能，结合虚拟筛选、数学计算等手段，发现毒性

物质[39]。Wang 等[40]采用虚拟筛选、亲和色谱及原

子力显微镜结合的逐步分析法，发现中药药效/毒

效物质，这亦为毒性物质研究提供借鉴。三是如何

整体表征中药效应的“等效毒性成分群”？中药成

分的相互作用均会影响毒性结局，可借鉴“等效成

分群”思路，根据活性/毒性物质在体内靶细胞含

量及比例建立等效性评价模型，结合效应指标验

证，最终发现成分清晰、含量确定、毒性等价及机

制明确的“等效毒性成分群”，阐明中药毒性物质

基础[41]。 
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4  基于单细胞转录组学的多基原有毒中药危害识

别研究 

多基原有毒中药不同品种化学成分差异显著，

毒理学数据缺乏，尚不能判断不同基原中药的临床

使用风险。为此，课题组以危害识别为导向，从其三

要素即毒性效应、毒性机制和毒性物质出发，考虑成

分迁移代谢及相互作用，借助单细胞转录组学、体

外-体内成分分析及虚拟筛选等多学科手段，提出基

于单细胞转录组学的多基原有毒中药危害识别研究

思路及方法（图 2）。首先明确多基原有毒中药的靶

器官毒性效应，随后采用单细胞转录组测序技术考

察其毒性分子事件及毒性机制；再通过体外-体内成

分分析，明确不同基原有毒中药化学成分迁移代谢

规律；结合虚拟筛选等手段，经细胞类型分析和毒性

通路验证，确认能整体表征多基原有毒中药毒性的

“等效毒性成分群”；最后将数据整合分析，阐明多基

原有毒中药危害识别的一致性和特征性。 

4.1  多基原有毒中药靶器官毒性效应研究 

选择符合《中国药典》规定的多基原有毒中药

的不同基原物种，根据临床及动物实验报道长期给

药致靶器官组织毒性的用药规律，设定相应的给药

剂量和给药时间。对实验动物进行合理分组并设置

不同给药剂量后，按照给药方案给药并饲养适当时

间。收集靶器官组织、血样，通过检测生化指标、

细胞因子表达以及组织病理切片观察等手段明确

靶器官毒性效应。在此基础上，绘制关键检测指标

与剂量、时间变化曲线，即给药剂量-毒性变化曲线，

发现其毒性趋势及关键毒性效应指标，从机体水平

和器官水平角度，明确多基原有毒中药靶器官毒性

效应的一致性和特征性。
 

 

图 2  基于单细胞转录组学的多基原有毒中药危害识别研究思路及方法 

Fig. 2  Research ideas and methods of hazards identification of multi-base source toxic traditional Chinese medicine based on 

single cell transcriptomics 

4.2  基于单细胞转录组测序的靶器官毒性毒理机

制研究 

单细胞转录组学技术可在单细胞水平分析细

胞群体特征性、定义细胞类型、细胞状态和细胞的

动态转变，发现转录动力学和基因调控关系。在多

基原有毒中药靶器官毒性效应研究明确靶器官毒

性的基础上，采用 10x Genomics 技术进行单细胞转

录组测序，选取靶器官毒性效应明显的样本以及对

照组靶器官样本，制备单细胞混悬液，将制备好的

单细胞悬浮液、10x barcode 凝胶磁珠和油滴经由微

流体“双十字”交叉系统形成凝胶微珠乳浊液。先

进行细胞裂解，凝胶珠溶解释放大量引物序列，带

有多聚腺苷酸的 RNA 逆转录产生带有 10x barcode

和分子标签（unique molecular identifiers，UMI）信

息的 cDNA；再将油滴破碎，收集 cDNA 产物，进

行 cDNA 扩增；cDNA 扩增完成后酶切片段化并筛

选合适片段，通过末端修复、末端修复和加 A，接

头连接 Read2 测序引物，PCR 构建 cDNA 文库。文

库质检合格后，利用 Illumina 测序平台进行测序。 

采用 CellRanger、Loupe Cell Browser 等软件对

单细胞数据处理并进行可视化分析。首先进行数据

质控，包括整体质控、细胞基因数、线粒体基因数
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过滤、UMI 数量与基因数量相关性分析以及 Top 基

因分布。随后进行细胞聚类及可视化，采用 t-分布

领域嵌入算法（t-stochastic neighbor embedding，t-

SNE）及统一流形逼近与投影（uniform manifold 

approximation and projection，UMAP）进行单细胞降

维；再进行样本/cluster 差异分析，发现不同样本间

的特征性，去除批次效应的影响，判断不同样本间

是否存在明显的特征性。再对 t-SNE 及 UMAP 聚类

可视化展示的细胞类型定义结果，统计每个 cluster

鉴定到的细胞类型及所占百分比；采用 Heatmap、

Ridger Plot、Dot plot 图来反映基因表达的水平，由

Violin 图衡量某基因作为一个子群的 marker 基因的

特异性。采用拟时序分析毒性过程中细胞分化程

度；基于基因表达量进行相关性分析以及细胞互

作，经基因本体论（gene ontology，GO）功能分析、

京都基因及基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG）通路富集分析以及基因

集变异分析（gene set variation analysis，GSVA）进

行功能富集分析，关注靶器官毒性相关的信号通

路，最终根据基因相互作用关系分别构建基因互作

网络图，明确靶器官毒性的毒性通路。 

为了进一步确证靶器官毒性的关键通路，以流

式细胞仪分离关键通路所涉及的主要靶器官细胞，

采用 q-PCR 方法检测关键靶点基因的表达，验证基

因表达的异同。随后应用敲低、基因过表达等方法，

从细胞水平出发，确定这些变化对毒性异同的直接

影响，结合目的基因回补实验，观察关键蛋白对应

基因改变后导致毒性结局的变化，构建靶器官毒性

的“核心通路”群，从分子水平和细胞水平确定关

键蛋白与毒性的关联，明确多基原有毒中药靶器官

毒性的细胞靶标、关键细胞亚群及毒性通路的一致

性及特征性。 

4.3  基于细胞类型及靶器官毒性通路的毒性物质

发现 

中药成分迁移及代谢是毒性产生的关键影响因

素。采用适当的提取方法分别制备不同基原物种的

提取液。采用色谱-质谱联用技术重点检测文献报道

的潜在毒性成分，通过不同组别进行比对，确证潜在

毒性成分种类及含量的差异。以靶器官毒性效应研

究中收集的组织生物样本，开展不同化学成分在血

样、不同组织和经流式分选的主要靶器官细胞的检

测。利用色谱-质谱技术，经方法学考察合格后，准

确检测不同生物样本中潜在毒性成分的含量，明确

潜在毒性成分在体外-体内全过程迁移代谢转移率。 

在此基础上，分别将进入主要靶器官细胞的潜

在毒性成分进行网络药理学、分子对接等虚拟筛

选，初步发现其潜在直接靶标。与单细胞转录组测

序发现的差异基因涉及的蛋白经 String 构建互作网

络，Cytoscape 识别网络进行分析，根据单细胞转录

组测序信号通路的关键蛋白，逆向筛选关键蛋白相

关联的直接靶标及对应的化学成分。随后以表面等

离子共振等化学方法为手段，考察化学成分与关键

蛋白的内稳态平衡解离常数（KD）值，明确化学成

分与筛选的关键蛋白之间亲和能力强弱，确证毒性

物质及直接靶标，即为“潜在毒性物质”。毒性物质

的确认还需结合细胞类型分析和毒性通路进行验

证。根据“潜在毒性物质”进入主要靶器官细胞的

成分含量，分别作用于经流式细胞仪分选的不同类

型靶器官细胞，考察细胞类型变化以及毒性通路的

调控功能，判断其对靶器官毒性的贡献度，优选贡

献度较大的成分即为“毒性物质”。 

4.4  “等效毒性成分群”的确认及危害识别整合

分析 

中药成分的种类、含量及成分比例均会影响毒

性结局，需寻找能整体表征中药毒性特征的“等效

毒性成分群”。为此，将筛选的毒性物质按照检测的

含量及比例分别作用于相应细胞，获得多成分对细

胞状态及功能的调控数据。采用聚类分析、k 均值

聚类算法、单因素方差分析等统计方法，与单细胞

转录组进行多模式整合，根据细胞类型和毒性通路

发现能表征整体毒性的“等效毒性成分群”，明确多

基原有毒中药的毒性物质基础。在此基础上，对上

述研究的毒性效应、毒性机制和毒性物质基础进行

整合分析，构建“成分-靶点-通路-效应”网络，经

纵向和横向进行比对，从危害识别的属性出发，明

确多基原有毒中药多基原品种产生毒性的异同。 

5  结语与展望 

多基原中药的基原物种多为近缘物种，其植物

形态和药材性状相似，难以准确鉴别来源。不同基

原物种化学成分差异显著，毒理学数据缺乏，目前

尚不能准确判断不同基原物种的临床使用风险，影

响临床合理用药。本文依据中药风险控制理念，以

危害识别为导向，从其三要素即毒性效应、毒性机

制和毒性物质出发，考虑成分迁移代谢及相互作

用，借助单细胞转录组学、体外-体内成分分析及虚

拟筛选等多学科手段，提出多基原有毒中药危害识
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别研究思路及方法。根据多基原中药文献调研，该

研究思路及方法可能会存在 3 种研究结果：一是毒

性物质基础不同，毒性通路及效应也不同；二是毒

性物质基础相同，含量差异导致毒性效应不同；三

是毒性物质基础不同，但存在结构功能相似性，可

能作用通路相同，毒性表现相似。在本文所建立的

研究方法的基础上，如何根据可能出现的 3 种结果

综合制定多基原有毒中药的风险控制指标与标准，

仍需进一步深入研究，以最终为多基原有毒中药的

风险评估提供数据，保证临床安全用药。 
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