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摘要: 认识化学品的毒性机制是开展化学品健康风险评估的基础。 掌握化学品有害效应的遗传易感性机制是开展精准的健

康风险评估的前提。 传统的毒理基因组学主要分析化学品暴露诱导的组学表达图谱,不能建立生物学表型与特定基因/通路

表达的直接关联。 功能基因组学通过敲除或者敲降全基因组或者特定的基因集,建立基因-化学品毒性的直接关联,进而研究

化学品致毒的过程和机制,同时可以提供与化学品暴露的遗传易感性相关的分子响应信息。 本论文综述了功能基因组学技

术的原理及其主要发展,介绍了酵母、鸡 DT40 细胞和 RNA 干扰等功能基因组学测试方法的优缺点。 同时,详述了 CRISPR

功能基因组学的原理和特点,以及其在化学品毒性机制研究中的应用,展望了联合应用分子流行病学和 CRISPR 功能基因组

学,开展化学品有害效应的易感性机制研究。
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Abstract: Understanding the biological mechanisms of toxic effects is essential for human health risk assessments
of environmental chemicals. Significant uncertainties in risk assessment were caused by the different susceptibility
of human individuals due to genetic variation. Knowledge of the molecular mechanisms underlying the genetic sus-
ceptibility to adverse effects of environmental chemicals could enhance the assessment of health risk. Conventional
toxicogenomics approaches, such as transcriptomics, have been proved to facilitate the discovery of potential toxi-
cological mechanisms of environmental chemicals by measuring the differentially expressed genes. However, these
approaches failed to identify the direct connections between expressions of genes/pathways and toxicological phe-
notypes. Functional genomics screens could identify the direct links between specific genes and adverse effects of
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environmental chemicals by systematic knockout or knockdown of genes or gene sets in a genome-scale. Therefore,
functional genomics screens can reveal the mechanisms of action of toxic chemicals and uncover key genes which
are involved in the variated susceptibility to chemicals exposure. This review presented the recent advances in func-
tional toxicogenomic of environmental chemicals, and the strength and limitations of some conventional functional
genomics, including yeast, chicken DT40 cells, haploid mammalian cells and RNA interference. Furthermore, this
review clarified the mechanisms and characteristics of CRISPR-Cas9 functional genomic screen of environmental
chemicals. Finally, it is prospected that the biological mechanisms underlying the genetic susceptibility to adverse
effects of environmental chemicals could be uncovered by combined using of CRISPR screen and molecular epide-
miology analysis.
Keywords: toxic chemicals; human cells; cellular toxicity; functional genomics; CRISPR-Cas9; toxicity mechanism

　 　 了解化学品的毒性机制是开展化学品人类健康

风险评估的基础。 化学品污染已经成为严重威胁人

类健康的重要因素[1]。 一些环境化学品的暴露可导

致诸多人类慢性疾病,例如肺癌、神经退行性疾病

等[2-4]。 了解和掌握化学品的毒性机制是准确识别

介导化学品有害效应的关键分子事件的基础,而这

对于指导检测化学品的最大无效应剂量 (no ob-
served adverse effect level, NOAEL)是必要的[5-8]。 毒

理基因组学已经被广泛应用于环境化学品的毒性机

制研究中。 而传统的毒理基因组学方法,例如:转录

组学,通过对差异表达基因的识别与相关的生物学

通路的分析,可以提供化学品潜在的毒性机制信

息[9-11]。 但这些分子信息缺乏直接的生物学表型的

关联,因此不能直接将这些分子信息与化学品的有

害效应和毒性机制关联起来[11-13]。
掌握化学品有害效应的易感性机制是开展精准

的人类健康风险评估的重要基础[14-17]。 由于人类个

体易感性差异的存在,使得当前的化学品人类健康

风险评估往往存在不确定性[5-6, 14, 18]。 遗传变异由

于可以在亲本和子代间进行传递,且可以直接在分

子水平影响化学品暴露导致的有害效应,因此由遗

传变异介导的易感性差异受到普遍关注[14-15]。 传统

的分子流行病学方法,例如:全基因组关联分析研究

(genome-wide association studies, GWAS)和基因组-
环境关联分析研究 (gene-environment-wide associa-
tion studies, GEWAS)基于关联性统计分析,来研究

表型与遗传变异之间的关联(图 1),难以提供相关的

分子机制的解析[17, 19]。 另外,传统的毒理基因组学

也不能提供与遗传易感性关联的分子响应信息。 通

过测试细胞的表型,功能基因组学可以识别基因与

化学品有害效应的直接关联,进而揭示与化学品有

害效应直接关联的分子机制[20-22],同时提供与遗传

易感性相关的分子响应信息[23]。 功能基因组学已经

被广泛应用于环境化学品的毒性机制研究中。 目

前,依赖于基因编辑技术的发展,功能基因组学已经

从传统的单细胞生物(酵母)发展到人类细胞,同时

实现了全基因组水平的基因敲除[13, 20]。 这些功能基

因组学方法拥有各自的优点与局限性,适合不同类

型的化学品的生物学测试。
本论文综述了功能基因组学的原理及其主要发

展,介绍了不同功能基因组学方法的优点和局限性。
重点详述了 CRISPR-Cas9 功能基因组学的原理与

特点,以及其在环境化学品毒性机制研究中的应用。
最后,本论文对联合运用 CRISPR-Cas9 功能基因组

学与分子流行病学分析,开展化学品有害效应的易

感性机制研究进行了展望。

1　 传统的功能基因组学(Conventional functional
genomics)
1. 1　 功能基因组学的原理与特点

1. 1. 1　 功能基因组学的原理

功能基因组学通过检测化学品暴露后的表型,
筛选出与生物表型直接关联的基因。 其中所检测的

表型既可以是细胞活性,也可以是特定的细胞毒性

终点,例如氧化应激、内质网应激等。 通过分析筛选

出的基因,可以获取与特定生物表型或毒性终点直

接关联的生物学通路,进而获取介导化学品有害效

应的关键基因和分子通路[20]。 目前,功能基因组学

的筛选介质已经从传统的酵母细胞[24]发展至活体动

物[25],但活体动物的筛选目前仅用于癌症药物研发,
尚未应用于环境化学品的毒性测试。 而功能基因组

学所仰仗的基因编辑技术,已经从传统的 RNA 干

扰(RNA interference, RNAi)[26] 发展至当前主流的

CRISPR 技术[27]。
功能基因组学的原理:依靠基因编辑技术,在细
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胞中敲除(knockout)或者敲降(knockdown)全基因组

或者特定的基因集,并且实现一个细胞中只敲除或

敲降一个基因。 与环境化学品有害效应关联的基

因,它们的功能缺失会使细胞对化学品的有害效应

更加敏感或者更具抗性,通过检测化学品暴露后细

胞的表型,可以将这些敏感性变化的细胞筛选出来。
因为每个细胞内均有一个特定的标签序列 (bar-
code),可以通过高通量测序的方法,识别筛选出的

细胞中被敲除或者敲降的基因,进而将与环境化学

品有害效应关联的基因筛选出来(图 2)[12, 20, 28]。
1. 1. 2　 功能基因组学的特点

功能基因组学的特点主要包括:
(1)功能基因组学识别的基因具有“表型锚定”。

功能基因组学通过检测化学品暴露后的细胞表型(这
些细胞表型可以是细胞活性,或者是基于特定毒性终

点的荧光信号),识别敏感性变化的突变细胞,进而筛

选出与化学品有害效应或者细胞毒性终点直接关联

的基因。 这些基因的功能缺失使细胞对相应的化学

品的有害效应变得更敏感或者更加抗性,体现在毒性

机制上,这些基因的功能就是介导化学品细胞毒性或

者抑制化学品的细胞毒性。 因此,功能基因组学可以

凭借构建基因与化学品的有害效应或者毒性终点的

直接关联,发掘环境化学品的新颖的毒性机制[12, 20]。
(2)功能基因组学可以提供基于遗传变异的分

子视角。 功能基因组学通过基因编辑技术,尤其以

CRISPR-Cas9 为代表的当前主流的基因编辑技术,
对基因的 DNA 序列进行编辑,使其产生突变,形成

基因功能缺失。 或者通过 RNA 干扰技术降低基因

的表达。 这些基因的表达被抑制,进而导致细胞对

化学品的暴露产生敏感性变化。 人体的有效应的遗

传变异,主要分为两大类:一是影响基因的表达,二
是影响蛋白的活性,而这 2 种效应突变均体现在了

基因功能的变化上[29]。 基因功能的变化进而导致人

体细胞对化学品暴露的敏感性发生变化[14-15]。 因

此,功能基因组学可以提供具有遗传变异视角的化

学品毒性机制[30]。

图 1　 全基因组关联分析研究(GWAS)和基因组-环境关联分析研究(GEWAS)通过相关性分析

预测遗传变异与疾病表型的关联

Fig. 1　 The associations between genetic variants and disease phenotypes were predicted by genome-wide association
studies (GWAS) and gene-environment-wide association studies (GEWAS) through correlation analysis

图 2　 功能基因组学的原理

Fig. 2　 The mechanism of functional genomics screen
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　 　 (3)功能基因组学同样可以用于化学品高通量

测试。 利用流式细胞仪筛选和高通量测序,可以实

现多种化学品多剂量暴露下的表型检测和基因功能

缺失的识别,进而可以开展更多的化学品的机制毒

理学研究[20]。
1. 2　 经典的功能基因组学

早期的功能基因组学根据生物载体和基因突变

的方式可以分为:单细胞生物的功能基因组学(大肠

杆菌和酵母)、鸡的 DT40 细胞的筛选、单倍体哺乳

动物细胞的筛选和 RNA 干扰。 这些传统的功能基

因组学有各自的优点,在对于某些特定作用机制的

化学品,例如:遗传毒性化学品的检测,仍然具有较

多的应用价值。 但这些方法也存在不少局限性,主
要集中于和人类之间的物种差异以及能否实现全基

因组水平的基因敲除(表 1)。 因此,当前的功能基因

组学筛选需要一种基于人类细胞的且可以实现全基

因组水平的基因的特异性敲除的技术。 由于大肠杆

菌属于原核生物,与人类的物种差异较大,在此,本
文主要综述真核生物的功能基因组学方法。
1. 2. 1　 酵母的功能基因组学

以酵母作为生物载体的功能基因组学筛选,已
经被广泛用于环境化学品的毒性测试,尤其以遗传

毒性化学品为代表。 酵母作为功能基因组学的生物

载体,有以下优势:(1) 酵母是一种常见的真核单细

胞生物,无论是单倍体或者双倍体,酵母均是一种易

扩繁、易培养的非致病性微生物;(2) 酵母的基因组

已经完全解析,比较容易实现全基因组的编辑和敲

除[33, 45]。(3) 酵母的基因组在进化上与其他高等真核

生物保持了较高的同源性,与人类遗传疾病相关的

一半的基因都具有酵母的同源基因。 对于环境化学

品的暴露,酵母细胞的基本响应的分子机制与人类

细胞和其他高等真核生物是一致的[31, 46]。
在解析响应环境化学品暴露的基因功能的时

候,酵母突变株的表型分析是一种有效的方法。 构

建酵母细胞的突变株,目前主要包括:遗传印迹法、
随机突变法和基于聚合酶链式反应 (polymerase
chain reaction, PCR)的基因突变法[20]。 目前已有较

多种类的商业化的酵母突变株细胞库,包括删除了

5 916 个基因(含有 1 159 个必需基因)的纯合子和杂

合子细胞库,以及删除了 4 757 个非必需基因的单

倍体细胞库。 这些酵母突变株均含有特异性的标签

序列,可以开展细胞库的筛选研究[32]。 目前,已有大

量研究使用酵母的突变细胞库进行环境化学品的毒

性测试,主要包括遗传毒性化学品和抑制氧化磷酸

化的化学品[20],例如苯并芘、甲醛和砷[21, 47-48]。 使用

酵母突变细胞库开展这些化学品的功能基因组筛选

的优势在于:这些化学品的作用机制是通过造成

DNA 损伤或是线粒体呼吸链传递的抑制,而这些生

物学过程的分子机制在真核生物物种进化过程中比

较保守,便于进行同源基因的物种外推[49-50]。
虽然酵母的功能基因组学筛选在识别环境化学

品的比较保守的分子机制中可以发挥重要作用,但
酵母突变株细胞库在环境化学品的毒性测试中依然

有局限性:(1) 酵母是一种单细胞生物,对于涉及细

胞间相互作用的分子机制,无法依靠酵母的功能基

因组学开展研究;(2) 酵母细胞可以忍受更高剂量化

学品的暴露,它的一些效应浓度往往远高于人体细

胞相应化学品的效应浓度;(3) 虽然酵母基因组中有

很多人类的同源基因,但会出现一个酵母基因同时

对应多个人类基因的情况,这给分子机制的外推带

来了困难。 因此,需要使用与人类物种差异更小的

物种开展功能基因组学研究[20-21]。
1. 2. 2　 鸡 DT40 细胞的功能基因组学

在鸡 DT40 细胞中可以通过靶向整合(targeted
integration)技术较为容易地实现基因敲除,因为该

细胞具有非常高的靶向整合效率[51]。 目前,DT40
细胞主要应用于遗传毒性化学品的功能基因组学的

筛选[52]。 DT40 细胞具有以下特点使其适合应用于

遗传毒性化学品的毒性测试:(1) DT40 细胞分裂具

有较长的 S 期,大概占细胞循环的 70% ,这意味着

在遗传毒性化学品的暴露期间,大多数的 DT40 细

胞处于 DNA 合成阶段,这使细胞的 DNA 更容易遭

受损伤。(2 ) 因为 DT40 细胞 P53 基因功能缺失,
DT40 细胞的细胞循环的 G1/S 检测点是没有激活

的,因此就会导致在 G1 期没有被完全修复的 DNA
损伤会随着细胞循环不断积累,进而影响 DNA 复

制。 以上 2 个特征使 DT40 细胞对化学品的遗传毒

性相较于其他类型细胞更敏感[52]。
目前的 DT40 细胞的突变株主要遍及 2 类与

DNA 损伤修复相关的生物学通路。(1)DNA 复制:跨
损伤修复合成(translesion synthesis, TLS)、同源修复

(homologous recombination, HR)、范科尼贫血修复通

路(Fanconi anemia repair)、非同源末端连接(non-ho-
mologous end joining )、 链间交联修复 ( interstrand
cross-link repair)、核苷酸剪切修复 (nucleotide exci-
sion repair)和碱基剪切修复(base excision repair);



第 1 期 田明明等:功能基因组学在环境化学品毒性机制研究中的应用 5　　　　
表

1　
不
同
功
能
基
因
组
学
方
法
比
较

Ta
bl
e
1　

Co
m
pa
ris
on

be
tw
ee
n
di
ffe
re
nt

fu
nc
tio
na
lg

en
om

ic
s

功
能

基
因

组
学

方
法

Fu
nc
tio
na
lg
en
om

ic
s

基
因

突
变

方
法

M
et
ho
ds

fo
r

ge
ne

m
ut
at
io
n

细
胞

类
型

Ce
ll
ty
pe
s

基
因

组
覆

盖
度

Co
ve
ra
ge

of
ge
no
m
e

优
点

St
re
ng
th
s

局
限

性

Li
m
ita
tio
ns

酵
母

[2
1,
31

- 3
3]

Ye
as
t[2

1,
31

- 3
3]

基
于

PC
R

的

基
因

敲
除

PC
R
-b
as
ed

ge
ne

di
sr
up
tio
n

酵
母

Ye
as
t

酵
母

全
基

因
组

Ye
as
tg
en
om

e-
w
id
e

1.
酵

母
基

因
组

已
知

Ye
as
tg
en
om

e
w
el
la
nn
ot
at
ed

2.
酵

母
基

因
与

人
类

基
因

具
有

同
源

性

H
om

ol
og
ou
s
ge
ne
s
co
ns
er
ve
d

be
tw
ee
n
ye
as
ta
nd

hu
m
an

3.
可

以
进

行
高

通
量

筛
选

H
ig
h-
th
ro
ug
hp
ut
bi
oa
ss
ay

1.
不

是
所

有
酵

母
基

因
都

具
有

同
源

的
人

类
基

因

N
ot
al
ly
ea
st
ge
ne
s
ha
ve

hu
m
an

ho
m
ol
og
s

2.
酵

母
对

化
学

品
的

耐
受

性
更

强

Ye
as
tc
an

to
le
ra
te
hi
gh
er
do
se
s
of

ch
em

ic
al
s
th
an

hu
m
an

ce
lls

鸡
D
T4
0

细
胞

[3
4-

36
]

Ch
ic
ke
n
D
T4
0

ce
lls

[3
4-

36
]

靶
向

整
合

Ta
rg
et
ed

in
te
gr
at
io
n

鸡
D
T4
0
细

胞

Ch
ic
ke
n
D
T4
0
ce
lls

与
D
N
A

修
复

相
关

的
基

因

G
en
es

as
so
ci
at
ed

w
ith

D
N
A
re
pa
ir

1.
对

D
N
A

损
伤

效
应

敏
感

Se
ns
iti
ve

to
D
N
A
da
m
ag
e

2.
可

以
进

行
高

通
量

筛
选

H
ig
h-
th
ro
ug
hp
ut
bi
oa
ss
ay

1.
基

因
组

覆
盖

度
低

Lo
w
co
ve
ra
ge

of
ge
no
m
e

2.
只

适
于

遗
传

毒
性

化
学

品
的

测
试

O
nl
y
su
ita
bl
e
fo
r
ge
no
to
xi
ci
ty
te
sts

单
倍

体

细
胞

[3
7-

40
]

H
ap
lo
id

ce
lls

[3
7-

40
]

插
入

突
变
/

转
座

子
突

变

In
se
rti
on
al

m
ut
ag
en
es
is
/

tra
ns
po
so
n

m
ut
ag
en
es
is

人
类

K
BM

7
单

倍
体

细
胞

系
/小

鼠
单

倍
体

胚
胎

干
细

胞
(E
SC

s)
H
um

an
K
BM

7
ha
pl
oi
d

ce
lls
/m
ou
se

ha
pl
oi
d

em
br
yo
ni
c
ste
m
ce
lls

(E
SC

s)

除
去

8
号

染
色

体
的

人
类

基
因

组
/小

鼠
全

基
因

组

H
um

an
ge
no
m
e

ex
ce
pt
th
os
e
on

ch
ro
m
os
om

e
8/
m
ou
se

ge
no
m
e-
w
id
e

1.
人

类
细

胞
系

H
um

an
ce
ll
lin
es

2.
具

备
小

鼠
的

正
常

基
因

组

N
or
m
al
ge
no
m
e
of

m
ou
se

1.
8
号

染
色

体
为

非
单

倍
体

N
ot
ha
pl
oi
d
on

ch
ro
m
os
om

e
8

2.
小

鼠
胚

胎
干

细
胞

对
培

养
条

件
要

求
较

高

H
ig
h
co
sts

of
m
ou
se

ES
Cs

cu
ltu
re

RN
A

干
扰

[4
1-

43
]

RN
A

in
te
rfe
re
nc
e[
41

- 4
3]

RN
A

干
扰

RN
A
in
te
rfe
re
nc
e

哺
乳

动
物

细
胞

M
am

m
al
ia
n
ce
lls

全
基

因
组

G
en
om

e-
w
id
e

1.
可

以
针

对
全

基
因

组
的

RN
A

Ta
rg
et
ge
no
m
e-
w
id
e
RN

A
2.
适

用
于

多
种

细
胞

类
型

A
pp
lic
ab
le
to
m
an
y
ce
ll
ty
pe
s

3.
商

业
化

的
针

对
人

类
全

基
因

组
的

质
粒

库

Co
m
m
er
ci
al
pl
as
m
id
s
lib
ra
rie
s

ta
rg
et
in
g
hu
m
an

ge
no
m
e
av
ai
la
bl
e

1.
不

能
完

全
抑

制
基

因
的

表
达

N
on

-c
om

pl
et
ed

kn
oc
k-
do
w
n
of

ge
ne
s

2.
脱

靶
效

应

O
ff
ta
rg
et
ef
fe
ct
s

CR
IS
PR

-
Ca
s9

[1
2,
27

- 2
8,
44
]

CR
IS
PR

-C
as
9
基

因
敲

除

CR
IS
PR

-C
as
9
ge
ne

kn
oc
ko
ut

哺
乳

动
物

细
胞

M
am

m
al
ia
n
ce
lls

全
基

因
组

G
en
om

e-
w
id
e

1.
精

准
的

基
因

编
辑

Pr
ec
io
us

ge
ne

ed
iti
ng

2.
实

现
全

基
因

组
水

平
的

基
因

敲
除

G
en
om

e-
w
id
e
ge
ne

kn
oc
ko
ut

3.
适

用
于

多
种

细
胞

类
型

A
pp
lic
ab
le
to
m
an
y
ce
ll
ty
pe
s

4.
商

业
化

的
针

对
人

类
全

基
因

组
的

质
粒

库

Co
m
m
er
ci
al
pl
as
m
id
s
lib
ra
rie
s

ta
rg
et
in
g
hu
m
an

ge
no
m
e
av
ai
la
bl
e

1.
脱

靶
效

应

O
ff
ta
rg
et
ef
fe
ct
s



6　　　　 生 态 毒 理 学 报 第 17 卷

(2)细胞循环:DNA 损伤检查点(DNA damage check-
point) [52]。 共有超过 100 种 DT40 细胞突变株遍及

以上 DNA 损伤修复通路[35, 52]。 DT40 细胞突变株

由于 DNA 损伤修复的基因功能缺失,导致无法修

复遗传毒性化学品的毒性效应导致的 DNA 损伤,
进而抑制了细胞增殖,导致细胞死亡[53]。 基于此原

理,目前已经开展了较多利用 DT40 突变细胞库进

行遗传毒性化学品毒性测试的研究。 Ooka 等[36]利

用 DT40 细胞功能基因组学筛选发现,对于苯并芘

(BaP)和 N-亚硝基二甲胺(NDMA),需要使用 S9 代

谢激活才能显示出遗传毒性。 跨损伤修复合成缺陷

的 REV3-/- DT40 细胞对 BaP 和 NDMA 均表现出最

高的敏感性,此外双链断裂修复缺陷的 RAD54-/- /
KU70-/- DT40 细胞也对 BaP 表现出较高的敏感性。
Ooka 等[36]使用酵母的功能基因组筛选发现跨损伤

修复合成通路在三氯乙烯代谢产物的遗传毒性分子

机制中扮演重要作用,此外,通过 DT40 的筛选发

现,跨损伤修复合成通路缺陷的 DT40 细胞对三氯

乙烯代谢产物更敏感,相比之下,同源重组修复缺陷

的 DT40 细胞对三氯乙烯代谢产物抗性比野生型

DT40 细胞更强。 Ji 等[54]使用 DT40 筛选发现碱基

剪切修复缺陷 Polβ-/- 和跨损伤修复合成缺陷

REV3-/- DT40 细胞对 tetra-BDEs 和 OH-tetra-BDEs
的敏感性比野生型更高。 使用半胱氨酸预处理可以

降低 Polβ-/-和 REV3-/- DT40 细胞的敏感性,表明多

溴联苯醚(PBDEs)和羟基-多溴联苯醚(OH-BDEs)通
过引发氧化应激导致遗传毒性效应。

DT40 细胞的功能基因组筛选的局限性表现

在:(1) DT40 细胞来源于鸡的淋巴 B 细胞,与人类

存在物种差异,不利于进行跨物种外推;(2) DT40 细

胞的功能基因组学筛选不能覆盖全基因组水平,只
是集中于 DNA 损伤修复通路的基因的研究。
1. 2. 3　 单倍体哺乳动物细胞的功能基因组学

人类近单倍体细胞的功能基因组学筛选已经被

广泛应用于识别与化学品细胞毒性相关的基因。 人

类 KBM7 细胞来源于白血病病人的骨髓,该病人患

有近单倍体慢性髓系白血病[55]。 P1-55 亚克隆细胞

系的构建,使得细胞的单倍体构型可以保持至少 12
周,此外,改良后的 KBM7 (HAP1)[56]是贴壁生长细

胞,其 8 号染色体为单倍体。 这使得使用 KBM7 细

胞系进行功能基因组学筛选成为可能[37]。 Birsoy
等[57]将其应用于溴丙酮酸的抗性机制的识别,溴丙

酮酸是一种糖酵解抑制剂,所识别的关键基因

MCT1 所编码的蛋白是溴丙酮酸的转运蛋白,且
� MCT1 的 mRNA 水平可以被用来预测癌细胞对溴

� 丙酮酸的敏感性,因此也被看作为肿瘤的潜在生物

标志物。 Shen 等[58]利用 KBM7 细胞的功能基因组

学识别了与甲醛和格列卫的遗传毒性相关的基因,
实现了利用单倍体细胞的功能基因组学揭示遗传毒

性化学品的分子机制的先例。 目前,人类近单倍体

细胞的功能基因组学筛选往往以细胞死亡作为检测

表型,以非细胞死亡作为毒性终点的功能基因组学

研究也已经发表。 Duncan 等[39]利用人类单倍体细

胞筛选,基于细胞荧光检测,通过筛选 MHC1 的细

胞表面表达缺陷的突变细胞,识别了与 MHC 一类

抗原呈递相关的基因。 Lee 等[59]利用转录因子报告

基因,筛选了 KBM7 细胞中参与 NF-κB 的激活抑制

的基因,并发现了新的分子机制。
目前可以多代传代的小鼠的单倍体胚胎干细胞

已经被构建,这些单倍体细胞依然具有诱导分化的

能力,且分化后依然保持单倍体核型。 这些细胞的

构建使得研究环境化学品对正常干细胞的毒性效应

以及模拟早期生命暴露提供了可能[60-61]。 Elling
等[60]利用转座子介导的近于全基因组的基因突变,
识别了与介导蓖麻毒素相关的基因。 此外,小鼠的

单倍体胚胎干细胞的功能基因组学被应用识别与

6-巯基嘌呤的毒性关联的 DNA 错配修复基因[40]和

介导奥拉帕尼毒性的基因[38]。 以上这些研究发掘了

小鼠的单倍体胚胎干细胞的功能基因组学的应用价

值和潜力,扩展了在多种细胞和筛选多种发育相关

通路中的应用。 但是小鼠胚胎干细胞对培养条件的

要求较高,此为该方法的局限性。
使用 KBM7 细胞的功能基因组学具有如下局

限性:(1)这些细胞不是完全的单倍体;(2)使用基因

诱捕逆转录病毒介导的随机突变的方法产生单倍体

细胞突变株,无法完全覆盖全基因组[62]。 因此,需要

靶向且针对特定基因的方法,例如 RNA 干扰和由

核酸介导的基因编辑,对基因组进行系统性的敲除

或者敲降。
1. 2. 4　 使用 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)的
功能基因组学

RNA 干扰是一项在众多真核生物中比较保守

的生物过程。 通过与一种短的 20 bp 左右的序列特

异地干扰 RNA 结合,进而导致了对转录产物的切

割和降解 [63]。 通过向细胞转染体外合成的 siR-
NA、或者 siRNA 的前体 (short-hairpin RNA, shR-
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NA)以及双链 RNA (double stranded RNA),来抑制

基因的表达。 转染方式包括脂质体介导的转染、
电转和病毒介导的转染(慢病毒和逆转录病毒)[41]。
RNAi 已经被广泛应用于功能基因组学筛选后的单

基因功能验证。 通过抑制特定基因的表达,检测表

型的变化[49]。
RNAi 技术也可以应用于功能基因组学筛选,

其筛选方式包括混合筛选和阵列筛选[64]。 混合筛选

是指在细胞内转染 siRNA 或者 shRNA 库,实现基

因组水平的基因表达抑制,然后进行化学品暴露,使
用高通量测序或者流式细胞仪分选的方式,对细胞

的表型进行检测,细胞的表型既可以是细胞活性,也
可以是关联特定毒性终点的荧光。 阵列筛选是指将

细胞接种在不同的孔中,在不同的孔里面进行单独

的转染、化学品暴露和表型的检测,包括细胞活性检

测和荧光检测。 例如:可以使用高内涵细胞筛选的

方法对已经标记过多个荧光标签的细胞进行表型筛

选[65]。 目前,较为成熟的 RNA 干扰质粒库,例如

RNAi Consortium Lentiviral Library,可以靶向人类

基因组 17 200 个基因,且每个质粒均含有一段标签

序列,已经被广泛用于 RNAi 的功能基因组筛选

中[42]。 通过采用混合筛选的方法,采用慢病毒转染,
将质粒转染到细胞中,构建全基因组水平表达抑制

的细胞库。 在环境化学品的暴露下,特定基因的表

达抑制会赋予细胞抗性或者敏感性,导致相应的细

胞在细胞库中的丰度发生变化。 通过流式细胞仪筛

选以及高通量测序的方法,获取不同标签序列的丰

度信息,通过比较处理组与对照组的丰度,识别介导

对化学品暴露抗性和敏感性的基因。 RNAi 功能基

因组学筛选使用细胞系或者经过与特定表型关联的

改造后的细胞,已经被广泛地应用于化学品细胞毒

性的抗性(例如环境毒害重金属[66-67])、特定的生物

学过程以及病原物的响应相关的研究[68-71]。
和其他功能基因组学筛选方法一样,RNAi 筛

选的局限性主要体现在:(1) RNAi 存在显著的脱靶

效应[72],部分 siRNA 会结合到与其只有部分序列匹

配的转录产物上,导致基因表达抑制效应的特异性

下降[43]。(2) RNAi 存在对基因表达的抑制效率参差

不齐的情况。 首先,RNAi 不能完全抑制基因的表

达,有些基因的绝大多数转录产物即使被抑制,但依

然会有显著的蛋白表达。 其次,有些 siRNA 对转录

产物的抑制效率较低,这就需要对一个基因设计更

多的 siRNA 来保证抑制效率[73]。

2　 CRISPR 功能基因组学(CRISPR functional ge-
nomics)
2. 1　 CRISPR 功能基因组学的原理和特点

2. 1. 1　 CRISPR-Cas9 基因编辑技术介绍

CRISPR-Cas9 技术为在各种细胞类型中进行基

因组编辑提供了一种有效的方法[28, 74]。 与 RNAi 相
比,这种 RNA 引导的基因编辑技术可以在基因组

中产生永久性突变,导致基因功能丧失或获得[74]。
CRISPR-Cas9 是一种经济、快速、高效且特异性强的

基因编辑方法。 Cas9 蛋白由一个单一的引导 RNA
(single guide RNA, sgRNA)引导并在特定的基因组

位点诱导双链 DNA 断裂。 切割位点的识别和靶向

特异性由一个超过 20 bp 的与目标 DNA 序列匹配

的 sgRNA 和一个与之相邻的短核苷酸序列(一个序

列为 NGG 的三核苷酸序列,其中 N 是任意核苷酸)
决定[75]。 DNA 双链断裂(double-strand DNA breaks,
DSB)通过非同源末端连接 (non-homologous end
joining, NHEJ) DNA 修复途径或同源定向修复途径

(homology directed repair, HDR)修复[20]。 NHEJ 修复

在 DSB 位点产生插入/缺失(indels),导致转译框位

移或提前终止密码子,导致基因敲除。 HDR 途径将

修复模板(供体 DNA)并入 DSB,将特定核苷酸变化

引入靶基因(图 3)。 在线性同源修复供体存在的情

况下,通过将 2 个 sgRNAs 与 Cas9 酶结合可有效引

发高达 10 kb 的 DNA 的缺失[44]。
通过对寡核苷酸的引导序列 sgRNA 的大规模

合成,可实现在全基因组水平上对基因功能的探

究[76]。 与 shRNA 库仅介导基因敲降不同, sgRNA
库可与 Cas9 核酸酶结合用于产生基因敲除突变的

细胞库。 Sander 和 Joung[77]运用电穿孔法、核裂解

和脂质体转染,在哺乳动物细胞中实现瞬时表达质

粒 DNA 中的 Cas9 和 sgRNAs,而慢病毒载体可用于

人类和小鼠细胞中持续性表达 Cas9 和 sgRNA。 研

究人员可以根据细胞的数量和细胞系的类型,从而

选择单一或双载体用于转导 Cas9 与 sgRNA。 在双

载体系统中,首先进行的是细胞 Cas9 的初转导,然
后筛选出阳性克隆体进行扩增,随后进行 sgRNA 的

转导。 例如,Sabatini 和 Lander 的团队开发了一种

双载体文库,该文库由 73 151 个 sgRNA 质粒组成,
共靶向 7 114 个人类基因和 100 个非靶向对照基

因[78]。 使用单载体系统,Cas9 和 sgRNA 在一个载

体中被转导入细胞。 这种系统是由 Zhang 的团队开

发的,使用一个单独的慢病毒载体将 Cas9、sgRNA
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图 3　 非同源末端连接(NHEJ)和同源定向修复途径(HDR)的原理[20]

注:DSB 表示 DNA 双链断裂,sgRNA 表示单一的引导 RNA。

Fig. 3　 The mechanisms of non-homologous end joining (NHEJ) and homology directed repair (HDR)[20]

Note: DSB stands for double-strand DNA breaks; sgRNA stands for single guide RNA.

和嘌呤霉素选择性标记物转染进靶细胞[28]。 Zhang
的团队最初开发了一个人类全基因组 CRISPR-Cas9
敲除文库 (GeCKOv1),包含 64 751 个特异导向序

列,共靶向 18 080 个人类基因。 该团队对 GeCK-
Ov1 文库进行了改良,改良后的文库含有 123 411
个 sgRNAs,共靶向 19 050 个基因(GeCKOv2)[79](图
4)。 GeCKOv2 文库比 GeCKOv1 文库多靶向约

1 000 个基因,每个基因均拥有 6 个靶向的 sgRNAs,
且均保证了最小的脱靶效应。 此外, v2 文库里

sgRNA 通过产生 miRNA 前体的发夹结构突变来使

相应的 miRNA 产生功能缺失。 在全基因组小鼠慢

病毒 sgRNA 文库开发方面,Koike-Yusa 等[80]开发了

包含 87 897 个特异 sgRNA、共靶向 19 150 个编码蛋

白的基因文库,而 Sanjana 等[79]开发了 130 209 个

sgRNA、靶向 20 611 个基因的全基因组小鼠慢病毒

sgRNA 文库。
2. 1. 2 　 CRISPR-Cas9 功能基因组筛选工作原理和

流程

目前广泛使用的针对环境化学品的 CRISPR-
Cas9 功能基因组学筛选均是混合筛选法。 以下内

容均以混合筛选法展开。
由慢病毒转染介导 sgRNA 和 Cas9 进入哺乳动

物细胞后,编码 sgRNA 和 Cas9 蛋白的核酸会整合

到细胞的基因组中,产生 sgRNA 和 Cas9 蛋白的稳

定表达(图 4)。 整合到细胞基因组当中的 sgRNA 序

列可以发挥标签序列的作用,进而对被转染进

sgRNA 的细胞进行特异性的标记。 由于基因的功

能缺失,使得细胞在暴露于环境化学品的时候,参与

介导化学品毒性效应的或者维持细胞稳态的生物学

过程会发生改变,进而导致细胞对环境化学品的有

图 4　 GeCKOv2 的工作原理

Fig. 4　 The working mechanisms of the GeCKOv2 library
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害效应的敏感性发生变化,表现为细胞活性或者其

他特定表型的不同。 基于对这些变化的生物表型的

检测(细胞活性或者荧光标记),可以将与特定表型

关联的基因功能缺失筛选出来。 通过深度测序,可
以通过识别每个细胞的基因组中的 sgRNA 序列来

构建基因功能缺失与特定表型的关联[12, 28]。
CRISPR-Cas9 功能基因组学筛选工作流程主要

包括以下 6 个环节(图 5)。
(1)合成靶向全基因组的基因的 sgRNA 质粒

文库。 通过转化大肠杆菌感受态细胞,对质粒文

库进行扩增,获取每个 sgRNA 克隆数超过 500 的

质粒文库 [81]。

图 5　 CRISPR-Cas9 功能基因组学筛选工作流程[11]

Fig. 5　 The workflow of CRISPR-Cas9 functional

genomics screen [11]

　 　 (2)用以转染人类细胞的慢病毒的制备。 制备

慢病毒需要将 sgRNA 载体质粒与慢病毒包装质粒

共转染进 HEK293T 细胞(图 4),通过超高速离心

的方法收集慢病毒颗粒。 同时需要测定纯化后的

慢病毒的滴度,一般需要超过 1×108 IFU·mL-1的

滴度 [81]。
(3)利用慢病毒将 sgRNA 和 Cas9 转染进人类细

胞系。 因为同时需要考虑覆盖所有的 sgRNA,一般

对于一个包含 100 000 个 sgRNA 的库,在进行慢病

毒转染的时候,最少需要 1.7×108 个细胞。 慢病毒

转染结束后,需要维持一定剂量的抗生素选择压力,
去除掉那些没有转染进质粒的细胞。

(4)通过深度测序,进行细胞库的质控。
(5)进行环境化学品的 CRISPR 功能基因组筛

选。 这种筛选分为 2 种:正向筛选(positive screen)和
反向筛选(negative screen)[30]。

(6)通过深度测序,识别 sgRNA 标签序列,构建

基因功能缺失与特定生物表型的关联。
2. 2　 CRISPR-Cas9 功能基因组学在化学品毒性机

制研究中的应用

基于 CRISPR-Cas9 技术开发的功能基因组学

筛选可以实现在全基因组水平系统性基因敲除的基

础上,以人类细胞和高等哺乳动物细胞为生物载体,
开展环境化学品的毒性机制研究。 以此方法获取的

全基因组水平的分子响应信息可以提供基因与化学

品有害效应的直接关联,实现基因功能的表型锚定,
进而发掘环境化学品的新的毒性机制,为在有害结

局路径(adverse outcome pathway, AOP)框架下的环

境化学品毒性预测与风险评估提供分子机制基础。
另外,由于 CRISPR-Cas9 功能基因组学的一个重要

的表型检测是细胞活性,即以细胞死亡为毒性终点,
这恰恰是某些环境化学品产生有害效应的重要的中

间事件。 从 AOP 的角度看,细胞死亡往往是通往有

害结局(adverse outcome, AO)的重要关键事件(key
events, KE)。 目前,以细胞死亡为关键事件的疾病,
往往是一些死亡率较高且难以治愈的疾病,例如神

经退行性疾病,包括帕金森、老年痴呆等,其重要

病因是神经细胞的大量坏死,导致神经系统的功

能退化 [82]。 近年来,这些疾病的发生和环境污染

之间的联系受到普遍关注 [4, 83]。 应用功能基因组

学可以发掘环境化学品暴露导致的细胞死亡与基

因功能之间的直接关联,因此,CRISPR-Cas9 功能

基因组学筛选在研究环境化学品暴露导致细胞死
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亡的分子机制与相应疾病之间的联系上,具有重

大优势 [30]。
2. 2. 1　 建立基因与化学品有害效应的直接关联

目前,CRISPR-Cas9 功能基因组学筛选已经比

较广泛用于药物和有毒物质的生物学测试,包括治

疗癌症的药物、微生物毒素、有毒重金属、农药与空

气污染物的研究。 对于药物和微生物毒素的报道,
Shen 等[20]已做了较为完整的综述。 本文只综述

CRISPR-Cas9 功能基因组筛选在环境化学品的毒性

机制的研究。
GeCKOv1 质粒库首次被应用于识别化学品细

胞毒性关联基因。 本课题组的 Xia 等[12] 首次将

CRISPR-Cas9 功能基因组学筛选应用于环境化学品

的毒性机制研究。 他们利用 GeCKOv1 质粒库构建

了全基因组水平敲除的人类肝癌的 HepG2 细胞,通
过暴露于 3 种不同剂量(细胞毒性的 IC50、IC20、IC10 )
的三氯生(triclosan, TCS),通过检测以细胞死亡为毒

性终点的表型,识别了一些已知的三氯生毒性机制,
同时也发掘了三氯生的潜在毒性机制。 排名靠前的

2 个重要基因 FTO 和 MAP2K3 的功能缺失均介导

� 了 HepG2 细胞对三氯生引发的细胞死亡的抗性。
三氯生低剂量反向筛选识别出的基因显著富集了与

免疫相关的生物学通路,这与低剂量三氯生暴露下

的转录组提供的分子响应信息是一致的。 通过联合

分析疾病数据库(DisGeNET 和 CTD),发现了 FTO
和 MAP2K3 与乳腺癌和肥胖的关联。 而流行病学

� 研究表明乳腺癌和肥胖均与三氯生暴露相关[84-85]。
该研究通过 CRISPR 功能基因组筛选发掘了三氯生

的潜在毒性机制,并且提示了与三氯生暴露相关的

疾病的遗传风险因素。
基于 GeCKOv2 质 粒 库 的 二 次 筛 选 增 加

CRISPR 筛选结果的准确性。 Sobh 等[86]利用 GeCK-
Ov2 质粒库构建了全基因组敲除的人类白血病细胞

K562,揭示了乙醛的潜在毒性机制。 该团队通过将

sgRNA 质粒文库分成 2 个亚库,并进行了 2 次反向

筛选,通过第二次的筛选,对第一次的筛选结果进行

了验证,该方法是一种利用二次筛选对多个备选基

因进行验证的尝试与创新。 此外,OVCA2 被识别出

与细胞对乙醛的细胞毒性相关,OVCA2 的基因功能

缺失导致细胞对乙醛导致的细胞死亡敏感性增加,
同时,OVCA2 的缺失导致细胞在乙醛暴露下的

� DNA 加合物积累的增加,提示 OVCA2 与乙醛介导

� 的遗传毒性有关。 此外,该团队还利用 K562 全基

因组敲除的细胞库识别了与三价砷细胞毒性相关的

基因[87],其中 KEAP1 和 TXNDC17 敲除会显著增强

� 细胞对三价砷细胞毒性的抗性。 AQP3、ZNT1 和

� MTF1 的功能缺失也可以增强对三价砷的抗性,AB-
CC1 的功能缺失可以增强细胞对三价砷的敏感性。

� 硒代半胱氨酸代谢通路上的基因的功能缺失会显著

增强细胞对三价砷的抗性,提示细胞内的硒代谢与

三价砷的相互关系会影响砷的细胞毒性。
通过检测细胞荧光识别基因与低剂量化学品有

害效应之间的关联。 Panganiban 等[88]使用 CHOP 报

告基因法为检测终点,通过 CRISPR 全基因组筛选

识别了功能缺失会增加内质网应激介导的细胞凋亡

的基因。 CRISPR 全基因组筛选识别出 L3MBTL2、
� MGA 和 microRNA-124-3 是打分最高的基因。 这 3
� 个基因的功能缺失会导致细胞对多种通过诱导细胞

内质网应激导致细胞凋亡的化学品的敏感性增强,
而这些基因的过表达,可以导致敏感性降低。
L3MBTL2 在 未 产 生 内 质 网 应 激 的 细 胞 中, 与

� CHOP 的启动子结合,抑制 CHOP 的表达,但在发

生内质网应激的细胞中,与 CHOP 启动子分离。
此外,miR-124-3 直接靶向内质网应激信号通路的

� 关键基因。
目前,CRISPR 功能基因组筛选已经通过检测

细胞活性或者与特定毒性终点关联的荧光,构建了

基因与环境化学品有害效应的直接关联。 检测细胞

活性的 CRISPR 筛选可以识别与介导细胞死亡关联

的基因,而检测与特定毒性终点关联的荧光的

CRISPR 筛选可以识别与介导相应细胞毒性关联的

基因。 前者基于检测细胞活性,因此其识别的基因

不受已有毒性机制的约束,可以在最大程度上获取

与介导细胞死亡关联的基因。 相比之下,检测与特

定毒性终点关联的荧光的 CRISPR 筛选,其检测指

标是基于已知毒性机制设置的报告基因,可能导致

识别的基因范围受限。 但这种筛选方法因为检测

细胞荧光,进行筛选所需要的化学品暴露剂量往

往比较低,且暴露时间更短,便于进行对低剂量化

学品或者基于环境暴露剂量的化学品的毒性机制

研究。
2. 2. 2　 识别导致细胞死亡的化学品毒性机制

由于以细胞死亡为毒性终点的表型检测是

CRISPR 功能基因组学筛选最主要的检测指标,因
此,目前大多数 CRISPR 筛选研究均是识别与细胞

死亡关联的分子机制。 这类研究主要分为对癌症药
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物和环境化学品暴露导致细胞死亡的功能基因组学

筛选。 而对于环境化学品的毒性机制研究,细胞死

亡是相应化学品所导致有害效应的重要中间事件,
这类化学品往往通过诱导氧化应激、线粒体损伤等

而导致细胞死亡[89-90]。 而与这类化学品暴露关联的

疾病的重要病因就包括靶细胞的死亡,因此,这类

化学品导致细胞死亡的分子机制往往是导致疾病

的重要机制或者是可以开发成治疗靶标的生物标

志物 [91]。
CRISPR 功能基因组学筛选可以识别导致细胞

死亡的分子启动事件。 Reczek 等[30]使用 CRISPR 功

能基因组学筛选识别了与百草枯暴露导致细胞死亡

关联的分子机制。 百草枯可以通过引发细胞氧化应

激导致细胞死亡,而百草枯诱导细胞氧化应激的根

源是不清楚的。 该团队使用覆盖所有与代谢有关的

基因的 CRISPR-Cas9 功能基因组学筛选,通过进行

正向筛选(百草枯暴露浓度模拟百草枯急性暴露的

人体内暴露剂量),识别了 POR、ATP7A 和 SLC45A4
是百草枯暴露导致细胞死亡所必需的 3 个基因。 此

� 外,POR 是百草枯诱导细胞产生氧化应激的来源。
� 由于百草枯是诱导帕金森疾病的重要的环境污染物

之一[92],帕金森病是一种神经退行性疾病,其主要病

因为多巴胺能神经元的损伤与坏死。 这次报道中发

现的 POR 基因所编码的蛋白位于线粒体呼吸链,而
� 线粒体的功能紊乱与帕金森疾病的病因有重要联

系[93],此研究的成果对于开发治疗帕金森疾病的药

物具有重要参考价值。
多时间点的 CRISPR 筛选完善了导致细胞死亡

的分子机制。 Shortt 等[23]使用全基因组敲除的人类

肝细胞系 HUH7 细胞开展了对乙酰氨基酚 (acet-
aminophen, APAP)导致肝损伤机制的研究。 APAP
是一种常见的感冒药,用于镇痛消炎,但其也是一种

可以导致肝损伤的化学品。 该团队通过开展多时间

点的 CRISPR 功能基因组学筛选,发现了众多与介

导肝细胞死亡和维持肝细胞活性的基因,例如 BM-
PR1A 和 FCGR3A,这些基因富集了钙离子信号通

� 路、TNF 信号通路和脂肪酸代谢通路。 这些基因和

生物学通路的识别为解析 APAP 导致的肝损伤分子

机制提供了依据,同时也为肝损伤的治疗提供了潜

在治疗靶标。

3　 展望(Perspectives)
人类对化学品暴露的有害效应存在易感性差

异,而不同个体间的遗传变异是导致这种易感性差

异的重要原因。 目前,以 GWAS 为代表的分子流行

病学研究依赖关联性统计分析来获取遗传变异与疾

病表型的关联,但难以为这种关联提供机制证据。
同时,基于统计分析筛选出的备选基因往往数量较

多,GWAS 研究无法提供优先性评估。 而 CRISPR-
Cas9 功能基因组学可以提供基于遗传变异视角的

化学品的毒性机制[30],通过联合 CRISPR 筛选与分

子流行病学分析,可以开展针对化学品有害效应的

易感性机制研究,进而为有效识别易感人群提供机

制证据,为开展环境化学品的精准风险评估奠定基

础(图 6)。
当前的 CRISPR-Cas9 功能基因组学依赖于

CRISPR-Cas9 基因编辑技术进行对基因的编辑或敲

除。 目前,针对于其在化学品毒性机制研究的应用,
CRISPR-Cas9 技术主要的局限性表现在脱靶效应[94]

和物种的限制。 脱靶效应可以通过生物信息学的计

算,对 sgRNA 序列的设计进行优化,进而降低脱靶

概率[94-95]。 同时,可以通过技术改进,例如:可以事

先将细胞系稳定表达优化设计的 Cas9 蛋白,然后将

只含有 sgRNA 的质粒转染进细胞中,这样既增加了

转染效率,也可以降低脱靶概率[96]。 另一方面,当前

的 CRISPR 筛选主要应用于哺乳动物细胞,在其他

物种中的应用较少。 而这种限制不是来源于

CRISPR 技术本身,而是因为对其他物种的基因组

的解析程度不足。 目前,已有少量在非哺乳动物细

胞中进行 CRISPR 功能基因组筛选的报道,例如家

蚕[97]。 随着其他物种的基因组的不断解析,可以实

现 CRISPR 功能基因组筛选在更多生态物种中的应

用,进而为该技术在生态毒理学中的广泛应用奠定

基础。
分子流行病学利用基因组学测序,通过关联性

统计分析,建立遗传变异与个体疾病表型之间的关

联。 传统的分子流行病学方法主要是全基因组关联

性研究(GWAS)。 依赖于组学技术和高通量测序技

术的进步,基于人群的环境化学品暴露的转录组学、
代谢组学和表观遗传组学已经逐渐被应用于环境化

学品的毒性机制研究。 这些人群组学方法的最大优

势在于检测人体样本,可以直接基于个体疾病表型

进行分组和分析[98-99]。 虽然这些方法获取的分子信

息具有一定程度的表型锚定,但由于疾病的复杂性,
以上组学方法获取的分子扰动信息与疾病的关系不

能准确确定,例如:获取的生物学通路扰动的信息,
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不能准确确定其是导致疾病的原因还是疾病本身所

产生的症状效应,因此,这种类型的表型锚定具有不

确定性。 此外,由于往往不能及时获取化学品暴露

后的人体样品,所以基于外暴露浓度的剂量-关系效

应往往具有不确定性,此时,必须使用对应的内暴露

剂量,这又提高了研究的成本与难度。

图 6　 联合 CRISPR 筛选和分子流行病学分析,开展化学品有害效应的易感性机制研究

Fig. 6　 To uncover the biological mechanisms underlying the susceptibility to adverse effects of
chemicals exposure by combining using of CRISPR screen and molecular epidemiology analysis

　 　 因此,对于化学品有害效应的易感性机制研究,
需要有一种低成本且高效的替代测试方法为分子流

行病学研究所识别的遗传风险因素(genetic risk fac-
tor)提供机制证据和优先性评估。 这就要求这种替

代测试方法具备以下功能[20]:(1) 可以获取全基因组

水平的分子响应信息;(2) 可以建立化学品有害效应

与基因功能的直接关联;(3) 可以提供基于遗传变异

的分子事件视角;(4) 可以实现高通量的化学品测

试。 而 CRISPR-Cas9 功能基因组学筛选就是一个

可以同时满足以上要求的替代测试方法。 由

CRISPR-Cas9 介导的对基因的编辑,可以实现对基

因特定片段的特异性敲除,进而产生相应的基因功

能缺失,这种基因功能缺失可以导致细胞的某些代

谢和功能的变化,进而导致细胞对化学品有害效应

的易感性变化。 这个过程与由遗传变异介导的化学

品有害效应的易感性变化类似。 遗传变异与基因编

辑所产生的效应均体现为基因功能的变化,而化学

品有害效应的易感性最终是归因于基因功能的变

化,因此 CRISPR-Cas9 功能基因组学可以提供基于

遗传变异的分子事件视角。
未来可将 CRISPR-Cas9 功能基因组学与分子

流行病学分析联合运用,来探究化学品有害效应易

感性机制[13, 20]。 Shortt 等[23]使用全基因组敲除的人

类肝细胞系 HUH7 细胞开展了对乙酰氨基酚

(APAP)导致肝损伤机制的研究。 通过将 CRISPR 筛

选获取的基因信息与 GEO 数据库中人群在 APAP
暴露下的转录组数据和肝损伤个体的转录组数据进

行比较分析,发现了一些相同的基因。 此外,通过对
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比疾病数据库,也发现了一些 CRISPR 筛选与人群

肝损伤相关基因的相同基因。 这些相同的基因可以

作为 APAP 导致肝损伤的易感性机制的潜在研究对

象。 但该研究对 GEO 数据的分析过于简单,只是简

单地将差异表达基因与 CRISPR 筛选识别的基因进

行维恩图分析,寻找其中的相同基因,并未对 GEO
数据进行深入的再分析。 此外,针对与 APAP 暴露

导致的肝损伤相关的遗传变异,该研究尚无对这些

单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphisms,
SNPs)在人群中的基因频率和药物导致的肝损伤的

患病率或者其他相关表型数据进行关联性分析。
因此,该研究后续仍需要进行更多深入的分子机

制的验证和相关分子流行病学数据的深入分析,
以在更深层次揭示对 APAP 导致的肝损伤的易感

性机制。
总之,不同的功能基因组学具有相应的优势和

局限性,可以根据具体的研究目的和化学品特性来

选择合适的测试方法开展环境化学品的毒性机制研

究。 同时,在化学品有害效应的易感性机制研究方

面,则需要联合其他的组学方法以及分子流行病学

分析来开展相关研究。
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