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功能基因组学在苯并［a］芘毒性研究中的应用进展
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浙江省疾病预防控制中心理化与毒理检验所，浙江 杭州 310051

摘要：苯并［a］芘（B［a］ P）是一种公认的环境污染物，可导致肿瘤形成、免疫抑制、致畸性和激素效应等负面生

物学效应。除了B［a］ P暴露引起的遗传损伤外，越来越多的研究提示表观遗传学改变在化学诱导的致癌作用中起着

重要作用。为更好地了解B［a］ P表观遗传学改变，以及与遗传毒性终点的潜在联系，本文从功能基因组学技术、人

类基因组表达调控研究、DNA序列变异性研究、模式生物研究和生物信息学研究等方面对功能基因组学在B［a］ P毒

性研究中的应用进行综述，为B［a］ P暴露引起的健康损伤的防治及功能基因组学在其他环境污染物中的毒性机制研

究提供依据。
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Applications of functional genomics in research of benzo[a]pyrene
toxicity：a review

CAO Bin, SONG Yanhua
Department of Physicochemical and Toxicology, Zhejiang Provincial Center for Disease Prevention and Control, Hangzhou,

Zhejiang 310051, China

Abstract: Benzo [a] pyrene ( B [a] P ) is a well-recognized environmental pollutant. Exposure to B[a]P elicits many adverse
biological effects, including tumorigenesis, immunosuppression, teratogenicity, and hormonal effects. In addition to B [a] P
exposure-induced genetic damages, a growing number of studies demonstrate that epigenetic changes play an important
role in chemically induced carcinogenesis. In order to provide better understanding of epigenetic changes of B [a] P and
their potential association with genotoxic endpoints, this review summarizes the advances in the applications of function⁃
al genomics in the research of B [a] P toxicity, including functional genomics techniques, regulation of human genome ex⁃
pression, DNA sequence variability, model organisms research, and bioinformatics studies, so as to provide insights into
the management of B [a] P exposure-induced health injuries and use of genomics techniques to unravel the mechanisms
underlying the toxicity of other environmental pollutants.
Keywords: B[a]P; genome expression regulation; functional genomics; bioinformatics

苯并［a］芘（benzo ［a］ pyrene，B ［a］ P）是

一种具有五环结构的高分子量多环芳烃，主要来源

于化石燃料和有机化学物的不完全燃烧，如汽车尾

气、香烟烟雾和熏烤腌制食品等。B ［a］ P 暴露会

引起肿瘤形成、免疫抑制、遗传缺陷和激素效应等

负面生物学效应［1］。毒理基因组学是研究生物体整

个基因组与环境有害因素间的交互作用及其方式的

一门新兴学科，能快速全面地检测化合物和生物体

相互作用后的全基因组表达变化，再通过生物信息

学方法对化合物毒性进行定性分析［2］。基因组学研

究主要包括以全基因组测序为目标的结构基因组学

和以基因功能鉴定为目标的功能基因组学。功能基

因组学是利用结构基因组学提供的信息，以高通

量，大规模实验方法、统计与计算机分析为特征，

全面系统地分析全部基因功能。本文主要从功能基

因组学技术、人类基因组表达调控研究、DNA 序列

变异性研究、模式生物体研究和生物信息学研究等

方面对功能基因组学在 B［a］ P 毒性研究中的应用
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进行综述，为 B［a］ P 暴露引起的健康损伤的防治

和功能基因组学在其他环境污染物毒性研究中的应

用提供参考。

1 B［a］P 毒性研究应用的功能基因组学技术

1.1 CRISPR/Cas9 基因编辑 CRISPR/Cas9 基因编

辑是对靶向基因进行特定 DNA 修饰的技术，在人类

细胞、斑马鱼、小鼠和细菌的基因组精确修饰及基因

治疗方面均有应用。 SUNDBERG 等［3］ 利用小鼠

GeCKOv2 基因组的 CRISPR/Cas9 文库鉴定芳香烃受

体途径中的新基因，发现除了芳香烃受体（aryl hy⁃
drocarbon receptor，AhR）、芳香烃受体核转运子

（AhR nuclear transportor，Arnt） 和细胞色素 P450
1A1 （cytochrome P450 1A1，CYP1A1），还有细胞色

素 P450 还原酶和血红素生物合成途径的 5 个基因：

δ-氨基乙酰丙酸合成酶 1 （aminolevulinate synthase
1，Alas1）、胆色素原脱氨酶（porphobilinogen deami⁃
nase，Hmbs）、尿卟啉原脱羧酶（uroporhyrinogen de⁃
carboxylase，Urod）、粪卟啉原氧化酶 （coproporphy⁃
rinogen oxidase，Cpox） 和铁螯合酶 （ferrochelatase，
Fech）。血红素是细胞色素 P450 蛋白的重要修复体。

1.2 微阵列技术 微阵列技术是在固体表面集成已

知序列的基因探针，被测生物细胞或组织中大量标记

的核酸序列与上述探针阵列进行杂交，通过检测相应

位置的杂交探针，实现基因信息的快速检测。LIA⁃
MIN 等［4］使用基于微阵列的转录组分析 B［a］ P 处

理人 T 淋巴细胞的基因表达谱，在 B ［a］ P 暴露

48 h 后鉴定出 T 淋巴细胞中 158 个差异表达基因。

除了已知的 CYP1A1 和 CYP1B1 基因，还发现 8 个

未报道过的相关基因：间隙连接蛋白 26 （connexin
26，Cx26），间隙连接蛋白 30（connexin 30，Cx30），

干扰素诱导相关的干扰素调节基因 44 样蛋白（inter⁃
feron-induced protein 44 like，IFI44L），干扰素诱导

蛋白 44 （interferon-induced protein 44，IFI44），四

肽重复干扰素诱导蛋白（IFI with tetratricopeptide re⁃
peats，IFIT） 2 和 IFIT3。功能富集分析表明，这些

候选基因与 AhR 和干扰素信号通路显著相关，为 T
淋巴细胞迁移途径对多环芳烃 （polycyclic aromatic
hydrocarbons，PAHs）免疫毒性的分子机制提供了新

的见解。DNA 微阵列是对不同样本中的多个基因表

达模式进行平行对比分析的一种高通量分析方法，与

传统的基因差异表达研究方法相比，具有微型化、快

速、准确和灵敏度高，以及在同一芯片上同时大信息

量检测的优势。

1.3 切除修复测序 切除修复测序（excision repair
sequencing，XR-seq） 是 HU 等［5］研究开发的一种

新测序方法，已用于研究人、小鼠、拟南芥、酵母和

大肠杆菌中 DNA 加合物的核苷酸切除修复。对于不

可逆损伤的（7R, 8S） -二羟基- （9S, 10R） -环氧-
7, 8, 9, 10-四氢苯并［a］芘［（7R, 8S）-dihydroxy-
（9S, 10R） - epoxy - 7, 8, 9, 10-tetrahydro benzo ［a］
pyrene-DNA，BPDE］ -DNA 加合物，使用适当的跨

损伤 DNA 合成（translesion DNA synthesis，TLS）聚

合酶，将含有 DNA 损伤的寡聚物转化为 dsDNA 形

式，再通过 PCR 扩增将其转化为测序文库。相比于

全基因组测序方法可能引起损伤信号的损失，XR-
seq 可以在零背景之上直接检测到修复信号，从而提

高损伤位点的检出效率。

1.4 同位素标记 稳定同位素标记示踪用于物质代

谢途径研究，能随时追踪含同位素标记物质在体内或

体外的位置和数量的变化情况，具有高灵敏度、定位

简单和定量准确等优点。ZUO 等［6］通过 32P 同位素

标记后定位 B［a］P 与 DNA 加合物，检测 B［a］P
的靶器官和非靶器官中的基因，发现存在显著的表达

差异。

2 应用功能基因组学的 B［a］P 毒性研究

2.1 基因组表达调控研究

2.1.1 DNA 甲基化 DNA 甲基化是 DNA 的一种天

然修饰方式，在 DNA 甲基转移酶的作用下，S-腺苷

甲硫氨酸提供甲基供体，将其甲基转移到脱氧胞嘧啶

环第 5 位碳原子，形成甲基化脱氧胞嘧啶的共价修

饰。DNA 甲基化改变组蛋白和 DNA 之间的相互作

用，使染色质构象发生改变从而影响基因的表达。

B［a］P 是一种环境相关的内分泌干扰化合物，可导

致哺乳动物和鱼类的急性、长期和跨代健康缺陷。大

鼠暴露于 B［a］P 后，通过 DNA 免疫沉淀测序方法

检测其精子 DNA 的甲基化情况，发现 3 227 个低甲

基化基因和 828 个高甲基化基因；KEGG 通路分析

表明，差异甲基化基因（DMGs）在 Ras 信号通路、

Rap1 信号通路、胰腺分泌和神经活性配体-受体相互

作用中显著富集［7］。暴露于 B［a］ P 的鸟类肝脏和

肾脏中也观察到全基因组的 DNA 低甲基化［8］。产妇

产前暴露于 PAHs 与脐带血白细胞中的全基因组低甲

基化有关，且存在剂量依赖关系［9］。在肿瘤细胞中，

SADIKOVIC 等［10］发现 B［a］ P 暴露引起的 4 种乳

腺癌细胞系中 p53 序列特异性的细胞周期变化和

DNA 甲基化改变，TOMMASI 等［11］观察到几种肺癌
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相关基因（Wnt4，Fzd3，Mapk3，Mapk11，Foxd3 和

Nanog）甲基化异常下调。B［a］ P 暴露引起全基因

组，主要是 DNA 重复元件的低甲基化。在某些特定

的细胞中也有高甲基化的存在。考虑到肿瘤细胞中往

往呈现特异性基因的甲基化改变，这些特定基因或许

可以作为肿瘤防治的特异性靶标。

2.1.2 组蛋白修饰 组蛋白是真核生物细胞染色体中

与 DNA 结合的一类小分子碱性蛋白质，是核小体的

重要组成部分。组蛋白含带正电荷的精氨酸和赖氨

酸，可以与带有负电荷的 DNA 分子紧密结合。每个

核心组蛋白由一个球形结构域和暴露在核小体表面的

N 端尾区组成，其 N 端氨基末端发生多种共价修饰，

主要包括甲基化、乙酰化、磷酸化、腺苷酸化、泛素

化和 ADP-核糖化等修饰的过程。FU 等［12］通过对 4
个核小体核心颗粒模型的分子动力学模拟，发现赖氨

酸乙酰化后的电荷中和作用会导致无损伤的 DNA 释

放出 N 末端，而未乙酰化时，N 端会在 DNA 表面塌

陷。当存在 B［a］P 衍生的鸟嘌呤病变（B［a］P-dG）
时，会稳定吞噬附近组蛋白 H2B-N 端的一部分。在

暴露于 B［a］ P 的人乳腺癌细胞系 MCF7 中，靶向

定位组蛋白 H3K9 乙酰化水平升高［13］。ZAPLETAL
等［14］发现由 AhR 及其伴侣 Arnt 诱导的 CYP1A1 与

特定染色质标记的修饰有关，包括组蛋白 H3K14 和

H4K16 的超乙酰化，组蛋白 H3K4 的三甲基化和

H3S10 的磷酸化。2 种组蛋白修饰在 CYP1A1 转录

激活期间受到调节，减少 HDAC1 与 CYP1A1 基因增

强子区域的结合。在新生大鼠 B［a］ P 暴露研究中

发现，H3K14 乙酰化程度和类固醇合成快速调节蛋

白 （steroidogenic acute regulatory protein，StAR） 的

mRNA 表达均下降，因而长期暴露于 B［a］ P 可能

导致睾丸激素水平降低和精子数量减少［15］。以上研

究提示 B［a］ P 暴露会导致组蛋白修饰的改变，从

而影响基因转录活性和 DNA 修复等过程。

2.1.3 RNA 失调 根据基因的最终产物是否为蛋白

质，RNA 可分为编码 RNA 和非编码 RNA （non-
coding，ncRNA），非编码 RNA 指不编码蛋白质的

RNA。微 RNA （microRNA，miRNA） 是一类长度

22 bp 左右的核苷酸序列，主要在转录过程中通过碱

基互补配对降低 mRNA 的表达。长链非编码 RNA
（long noncoding RNA， lncRNA） 是功能多样性的相

对较长（超过 200 bp）的调控 ncRNA 分子，lncRNA
能够自我调节，在基因表达中起转录激活剂和转录后

调节剂作用。细胞分裂周期蛋白 7 （cell division cy⁃
cle 7，Cdc7）激酶是 miR-29a 在 BPDE 引起的遗传

毒性中确保细胞存活的重要靶标［16］。在小鼠原代肝

细胞中，miRNA-mRNA 相互作用涉及细胞周期停滞

和 DNA 损伤修复机制。miR-892a 为 CYP1A1 表达

的负调节剂，与 CYP1A1 的 3＇非编码区中的某一序

列特异性结合后可调节 CYP1A1 蛋白的表达，下调

人乳腺癌 MCF-7 细胞［17］。在人多发性骨髓瘤（mul⁃
tiple myeloma，MM） 细胞系的研究中，GORDON
等［18］发现，B ［a］ P 暴露导致 27 种 miRNA 上调，

miR-25、miR-15a、miR-16、miR-92、miR-125b、
miR-141 和 miR-200a 与 p53 肿瘤抑制基因相关。

HAN 等［19］评估 B ［a］ P 诱导人支气管上皮细胞转

化中 p53 基因功能及其下游靶标 miRNA 的变化，发

现 miR-34c 的过表达能够减少 B［a］ P 暴露引起的

DNA 合成前期-DNA 复制期（G1/S 期）的抑制，并

减少细胞周期蛋白 D 上调。在 B［a］ P 慢性暴露期

间，雄性大鼠肺组织中 miR-483-3p 的表达水平降

低；而雌性大鼠中 miR-483-3p 的表达上调，提示

B［a］P 的性别依赖性表观遗传效应可能基于 miRNA
的不同表达［20］。通过研究 B［a］ P 对正常和恶性子

宫内膜组织的原代细胞培养物中 miRNA 及其靶基因

表达水平的影响，研究人员发现在 2 个处理组中

miR-126 水平均降低，EGFL7 基因表达水平均增加，

而 miR-190a 的上调仅在正常细胞培养物中检测

到［21］。在 BPDE 诱导的恶性转化的 BEAS-2B 细胞

中 lncRNA-DQ786227 表达的沉默导致细胞增殖和集

落形成被抑制，细胞凋亡增加［22］。YANG 等［23］使用

lncRNA 微阵列比较 BPDE 诱导的恶性转化的 16HBE
细胞和正常的 16HBE 细胞的表达谱，发现 lncRNA
AF118081 被证实显著过表达。在体外实验中和裸鼠

模型中，降低 AF118081 的表达水平对肿瘤细胞生长

和肿瘤侵袭有抑制作用。以上研究表明多种 miRNA
在 B［a］ P 暴露引起的损伤中起重要作用，而少部

分之前被认为无作用的 lncRNA 在化学致癌作用中被

鉴定为重要调节元件。

2.2 B［a］ P 相关基因序列变异性研究 DNA 序列

变异和表观遗传密不可分。DNA 序列多态性影响染

色质状态，染色质状态又影响转录因子结合。染色质

和 DNA 存在广泛的变异，调节基因组的稳定性和可

变性。B［a］P 进入生物体内主要通过 CYP450 代谢

激活后发挥遗传毒性作用，而 CYP 在不同物种中存

在分布差异，因此 CYP 等位基因的多态性可能导致

对致癌作用的易感性差异［24］。经过 CYP 代谢后的

B ［a］ P 形成终致癌物 BPDE，可诱导 p53 基因突

变，有研究表明 p53 在 B ［a］ P 暴露后减少 H2AX
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磷酸化形成和 DNA 断裂，p53 敲低后细胞周期抑制

剂 p21 的表达受到严重影响，而 B［a］ P 暴露引起

的突变主要是鸟嘌呤的颠换［25］。YU 等［26］分析云南

省宣威市 164 个非小细胞肺癌（non-small-cell carci⁃
noma，NSCLC）和不使用烟煤的对照区的体细胞突

变，发现 70 个基因的突变率与患者的终身 B［a］ P
暴露有关。IZHAR 等［27］开发了一种可以在哺乳动物

细胞染色体中以单核苷酸分辨率同时分析 TLS 和同

源性依赖修复 （homology-dependent repair，HDR）
的方法，分析 B ［a］ P-dG 诱导的 DNA 损伤修复，

发现 TLS 和 HDR 均参与修复过程，只是 2 种修复

所占比例不同。因此，B ［a］ P 暴露影响生物体内

p53 基因的表达、突变率改变以及 CYP 基因相关的

酶的多态性，导致生物体对其致癌作用或其他损伤的

易感性不同。

2.3 B ［a］ P 相关的水文环境监测模式生物体研

究 模式生物是指受到广泛研究，对其生物现象有深

入了解的物种。KIM 等［28］开发微咸水蚤作为一种有

前景的海洋水文监测模型，微咸水蚤暴露 B ［a］ P
24 h 后，构建转录组学资源库并进行功能性基因注

释，发现 DNA 修复和昼夜节律相关的代谢途径被显

著调节。比目鱼是沿海地区环境监测的模式生物。

JUNG 等［29］将橄榄比目鱼通过腹腔注射 B［a］P 6 h
后，CYP1A1 和 UDP-葡糖醛酸基转移酶等生物转化

相关基因的表达显著增加，且 7-乙氧基异吩恶唑酮-
O - 脱 乙 基 酶 （7 -ethoxyresorufin O-deethylase，
EROD）活性增加，表明大量暴露于城市和工业污染

物会引起鱼类代谢水平的变化。JEBALI 等［30］分析

鲷鱼暴露于 B［a］P 后谷胱甘肽 S-转移酶（glutathi⁃
one S-transferase，GST） 的生物表征，发现 CYP1A
相关的 EROD 活性显著增加，而 GST 与对照组相差

不大，但通过亲和层析纯化 GST 蛋白电泳分析提示

某些同工型在 B［a］ P 暴露中显示出特定的表达模

式。因此纯化的 GST 亚基的蛋白质组学分析是生态

毒理学研究的可靠工具，可在海洋生态系统中用作污

染的有效生物标志物。CARVALHO 等［31］研究发现

36.45 μg/L 的 B［a］ P 暴露 24 h，抑制了 30％的拟

硅藻生长，并通过定量蛋白质组学分析蛋白表达谱，

发现硅转运蛋白 1 （silicon transporter 1，SIT1） 下

调，在基因表达水平上证实了 B［a］ P 处理后 SIT1
的下调。因此 SIT1 被认为是有前景的生物标志物，

用于监测被 PAHs 污染的海洋表面沉积物。微咸水

蚤、比目鱼、海洋拟硅藻等模式生物可以用来监测水

文环境中 B［a］ P 污染，EROD 和 SIT1 可以作为敏

感的生物标志物。

2.4 B［a］ P 相关的生物信息学研究 生物信息学

是研究生物问题的一种多学科方法，包括 DNA 序列

分析、基因表达和调控分析以及不同生物基因组的比

较等。MOFFAT 等［32］评估毒理基因组学在饮用水中

B［a］P 暴露的风险评估中的应用，发现毒理基因组

学可作为一种快速、经济和有效的危害识别工具，用

于初步评估潜在致癌物的致癌效应。YIN 等［33］通过

分子印迹聚合物（MIP）纳米复合材料作为“塑料抗

体”，用于特异性识别 BPDE-DNA 加合物。研究人

员利用这种抗体模拟行为，进一步开发了荧光成像粒

子计数免疫测定方法，使用激光扫描共聚焦显微镜对

BPDE-ssDNA 加合物进行超灵敏检测，最后依据计

数荧光点的数量确定 DNA 样品中 BPDE-ssDNA 加

合物的含量。该方法可用来检测人肺癌 A549 细胞中

低至 18 pmol 的痕量 BPDE-DNA 加合物。ZHANG
等［34］对暴露于 B［a］P 的淡水环境的萤火虫进行转

录组测序和基因表达分析，发现 2 414 个差异表达基

因，这些基因主要与先天免疫、异源化合物的降解、

生物大分子的合成、吸收、代谢有关。通过生物信息

分析，预测了 329 337 个单核苷酸多态性和 1 324 个

单一重复序列，这些信息可用于相关分子标记物的开

发。鉴定的 114 个 miRNA 中有 15 个被确定为差异

表达的，主要调控渗透平衡、能量代谢效率、发育、

氧化应激，而与先天免疫和异源化学物代谢相关的差

异表达的 miRNA 有 11 个，通过 B［a］ P 暴露的五

个不同时间点的表达量的动态变化分析，用 RT-PCR
验证 miRNA 的可靠性［35］。

3 展 望

B ［a］ P 主要导致表观遗传学的改变，包括

DNA 甲基化、组蛋白乙酰化和 miRNA 失调等。功能

基因组学在 B［a］ P 毒性研究中主要用于基因表达

调控研究。切除修复测序 XR-Seq 已被用于差异表达

基因的筛选，为外源性化学物暴露引起的 DNA 损伤

与致癌靶标的研究提供了新的思路，并为全基因组层

面相关病变通路的完善补充了关键依据。同时，与纳

米科学领域的交叉融合也为毒理基因组学的发展打开

了新的大门。此外，基于 B［a］ P 暴露开发的模式

生物的建立为水文环境的日常监测与治理提供了有力

的支持。未来还需通过基因组学与其他技术的交叉

融合探索多个基因之间、通路之间的相互作用。针

对 B［a］ P 的毒性机制研究方法也可以应用于其他

外源性污染物。
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