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摘要：病毒通过与靶细胞表面的特异性受体结合，进而吸附、入侵靶细胞，劫持细胞的复制机器完成自

身的复制周期。细胞受体作为病毒入侵宿主的门户，细胞受体的结构与功能及其介导病毒入侵的机制一

直是病毒学研究的热点之一。对细胞受体的研究有助于了解病毒的致病机制并为病毒性疾病的防控提供

科学依据。近年来，利用功能缺失性基因组学筛选病毒功能性受体的进展极大地拓展了人类对病毒入侵

机制的认识和理解。目前，应用较为广泛的病毒功能性受体筛选策略包括 RNA 干扰技术、利用单倍体

细胞系随机插入逆转录病毒致突变技术以及基于 CRISPR/Cas9 系统的新型编辑技术。本文系统介绍并

比较了这三种病毒功能性受体筛选新策略，同时对其应用及优缺点进行了归纳总结，可为相关研究者提

供一定的参考。 
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大多数病毒严格依赖宿主完成自身的复制并

并产生新的病毒粒子[1]。病毒在特定的细胞质或细

胞核等细胞环境中招募相关大分子并利用各种方

式劫持细胞内合成核酸和蛋白质的原料，并通过

相关机制调节细胞的生理活动以利于其生存。该

过程主要依赖于参与病毒基因组表达和复制的病

毒粒子与宿主因子之间的相互作用[2]。病毒感染细

胞的基本前提是特异性结合细胞表面的受体，通

过受体介导的内吞作用进入细胞以完成其复制周

期。细胞受体是能够特异性结合病毒、介导并促

进病毒入侵细胞且定位于宿主细胞膜表面的生物

分子。细胞受体是抗病毒策略的重要靶点，发现

并鉴定病毒功能性受体对于更好地理解病毒的入

侵机制和防控病毒性疾病至关重要。 

基于表型的筛选技术是研究人员快速寻找调

控特定表型的关键基因的主要方法。阐明基因功

能最常用的方法是沉默或完全破坏其正常表达[3]。

近年来，在阐明模型系统中，利用基因功能性缺

失原理的筛选策略已在阐明基因功能及其信号通

路方面得到广泛应用，但直到出现 RNA 干扰(RNA 
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interference，RNAi)技术后，这种基因功能缺失性

筛选策略才应用于哺乳动物细胞[4]。借助于 RNAi

以及之后的单倍体细胞筛选技术，已揭示了许多

重要病毒的感染机制[5–9]。CRISPR/Cas9 技术的兴

起预示着哺乳动物体外基因筛选跨入了一个新时

代，利用该技术可以在基因组水平上通过精准编

辑实现对基因表达的人为调控[10]。本文将介绍并

比较用于筛选病毒功能性受体的 3 种新策略，包

括 RNA 干 扰 法 、 单 倍 体 细 胞 遗 传 筛 选 及

CRISPR/Cas9 文库法，并对 3 种方法进行比较，

以期为病毒功能性受体的筛选提供参考。 

1  病毒功能性受体及其筛选关键 

病毒入侵宿主细胞的第一步是吸附在细胞表

面，吸附过程由病毒与受体的结合介导，受体分子

作为宿主细胞膜的重要组成部分，具有特异性、高

亲和性和饱和性等性质[11]。在生物化学中，受体是

接收细胞外部配体信号的蛋白质分子。其与配体信

号结合时，会引起某种形式的细胞或组织反应。根

据位置可将受体蛋白分为两类：一类是细胞表面受

体，如细胞因子、蛋白质多肽类激素、水溶性激素、

前列腺素、亲水性神经递质等，由于不能通透靶细

胞膜进入胞内，因此，这类配体信号分子的受体定

位于靶细胞膜上；另一类是细胞内受体，可以直接

穿过靶细胞膜，与细胞质或细胞核受体相互作用，

通过调控特定基因的转录，启动一系列的生化反

应，最终导致靶细胞产生生物效应，包括脂溶性

的固醇类激素、甲状腺激素等。细胞中存在多种

受体，而且每种受体都与特定的细胞生化途径相

关，但每种受体只能与特定结构的配体结合，就

像“锁”只接受特定形状的“钥匙”一样。配体与相应

受体结合时，激活或抑制受体的相关信号通路。 

病毒与细胞受体的相互作用十分复杂，同一

种受体可以协助多种病毒的入侵过程，如硫酸乙

酰肝素可协助辛德毕斯病毒、猪瘟病毒等吸附于

细胞表面[12–14]；一种病毒也可利用多种受体入侵

宿 主 细 胞 ， 如 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 (human 

immunodeficiency virus，HIV)能够识别 CD4 分子、

半乳糖苷神经酰胺(ceramide galactoside)和乙酰胆

碱 3 种受体[15]。 

在进行受体筛选工作时，应注意外部环境条

件，有些条件可能会影响受体的表达情况，从而

影响受体的筛选工作的进行，如极低密度脂蛋白

(VLDLR)可不依赖 CD81 分子介导丙型肝炎病毒

(hepatitis C virus，HCV)的入侵，但在正常情况下

细胞不会表达 VLDLR，只有在低氧条件下培养的

Huh7.5 细胞才能表达 VLDLR 而促进 HCV 的入  

侵[16]；同时，有些受体可能是与其他的共受体共

同发挥作用，如 HIV 进入宿主细胞的 CD4 分子以

及共受体 CCR5[17]，这样只对其中一种分子进行研

究可能不会得到预期的结果。 

2  病毒功能性受体筛选新策略及其

应用 

随着细胞受体筛选方法的改进及广泛应用，

我们发现了越来越多的病毒细胞受体。绝大部分

细胞受体的化学本质都是蛋白质，之前的研究基

本都以蛋白质相互作用为原理的方法来筛选细胞

受体，如病毒铺覆蛋白印迹技术[18]、免疫共沉淀

技术 [19]、亲和层析技术 [20]、噬菌体表面展示技   

术[21]、抗独特型单克隆抗体筛选技术[22]等经典筛

选方法。随着研究的深入，利用 cDNA 文库[23]这

一既经典又在不断发展的方法来筛选和鉴定病毒
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受体，使受体筛选工作进入了一个新的阶段。如

今，新兴的筛选策略(RNA 干扰法、单倍体细胞遗

传筛选、CRISPR/Cas9 文库法等)为病毒细胞受体

的筛选提供新的技术平台。 

2.1  RNA 干扰法 

RNAi 是广泛用于研究哺乳动物细胞基因功

能的反向遗传学方法[3]。Andrew Fire 与 Craig C. 

Mello 因在线虫中发现 RNAi 而获得诺贝尔生理学

或医学奖。近 10 年来，该技术在哺乳动物系统中

的广泛应用，为病毒学家和遗传学家提供了一个

强大的检测病毒致病机制的新型工具[24–25]。学术

界和工业界都迅速地接受了 RNAi 技术，实现对

整个人类基因组遗传解析的同时，也建立了多个

大规模的功能基因组筛选库[26–28]。由于所有的哺

乳动物细胞系都能表达 RNA 诱导的沉默复合物

(RNA-induced silencing complex，RISC)，因此可

以利用该技术对任何病毒易感细胞系进行病毒功

能性受体的筛选[27]。 

现 已 建 立 了 混 合 型 和 阵 列 型 两 种 类 型 的

RNAi 文库。混合型筛选流程为：首先设计针对某

一 病 毒 易 感 细 胞 膜 蛋 白 的 短 发 夹 RNA (short 

hairpin RNA，shRNA)，将所有的 shRNA 克隆至

慢病毒载体，包装成慢病毒文库；之后将其以低

剂量转导细胞系，尽量保证每一个细胞只进入一

个 shRNA，以大剂量感染报告病毒或能够引起细

胞病变的病毒，筛选出报告基因阴性、弱阴性或

存活的细胞；然后提取细胞基因组进行 PCR 扩增，

利用高通量测序技术确定候选基因，进一步鉴定

该基因对病毒感染的影响，最后获得影响病毒入

侵的受体。阵列型 siRNA 的筛选流程为：首先设

计针对某一病毒易感细胞膜蛋白的 siRNA，将排

序的 siRNA 转染至细胞中，进而感染病毒，分析

病毒拷贝数，筛选出下调宿主蛋白后对病毒复制

有影响的相应 siRNA，进一步鉴定该基因对病毒

感染的影响，最后获得影响病毒入侵的受体。 

混合型 shRNA 筛选主要用于探索宿主-病毒

相互作用，包括 HIV-1 在 T 细胞系中复制所需要

的宿主因子、甲型流感病毒(influenza A virus，IAV)

诱导细胞死亡的关键宿主因子以及对 IAV 感染至

关重要的宿主因子的筛选[29–31]。混合型筛选的优

点是相对成本较低；将逆转录病毒转导至不易进

行 siRNAs 转染的细胞(如原代细胞或悬浮培养细

胞)来实现较高的敲低效率。但需要注意的是，对

于较长期的筛选试验可能需要数周才能完成，因

此最好应用能够稳定表达的 shRNA 文库，因为

siRNA 在分裂细胞中的瞬时转染效果会在转染后

7 d 内迅速下降[32]。相比于混合型 shRNA 筛选方

法，阵列 siRNA 筛选有以下几个优点：基于瞬时

转染的阵列 siRNA 文库的筛选周期更短；另外，

以高效脂质体介导的转染能够将大量有效浓度的

siRNAs 导入细胞，促进了目标 mRNA 的降解，产

生更强的外显表型；而且，相比于混合型筛选，

阵列型筛选的每个孔只敲低一种蛋白基因，可以

根据更精确的表型差异来筛选候选基因。 

RNAi 是功能强大且易于实现的工具，但其较

高脱靶率等原因易导致假阳性，同时对表达丰度

高和半衰期较长的蛋白敲低效率低下等原因易导

致 假 阴 性 ， 使 其 在 某 些 条 件 下 的 应 用 受 到 限    

制[33–34]。例如，利用不同筛选系统检测到的同类

病毒(如 HIV-1、HRV 或 IAV)的候选基因的一致性

较低[32–36]。为了解决这个问题，Perreira 等利用多

种 同 源 RNAi 试 剂 (multiple orthologous RNAi 

reagents，MORR)并行的办法，在发挥每个试剂最

佳特性的同时，将其缺点最小化[37]，因此，他们
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利用 MORR 筛选方法鉴定了 HIV-1 依赖因子

(HDFs)以及 HRV 宿主因子(HRV-HFs)[38–39]，通过

对 siRNA 序列的比较，最终发现这 3 个文库的同

源性大于 90%，在一定程度上降低了其假阴性和

假阳性水平。 

2.2  单倍体细胞遗传筛选 

基因靶向和 RNAi 技术已经成功地应用于哺

乳动物细胞的基因筛选，但这些方法也存在着不

可避免的技术缺陷。尽管 RNAi 可用于细胞水平

的高通量筛选，但易造成基因沉默不完全或将非

目标基因沉默 [40]。近年来，单倍体胚胎干细胞

(haploid embryonic stem cells，haESCs)的研究备

受关注。单倍体细胞只有一套染色体，有利于研

究一些未知的隐性表型基因突变，因此它们在遗

传分析、基因功能与性状研究中具有独特的优

势。单倍体遗传筛选技术利用大量的随机插入逆

转录病毒的基因陷阱使单倍体细胞剩余的等位

基因突变而灭活，形成一个随机失活的单倍体细

胞群，之后利用报告病毒或能产生病变的病毒感

染该细胞群，最后利用高通量测序技术对筛选出

报告基因阳性或存活下来的细胞进行分析来初

步筛选并鉴定出可能参与病毒入侵的细胞受体

(图 1)。 

虽然目前仅有两种单倍体细胞株——来源于

慢性粒细胞白血病(chronic myelogenous leukemia，

CML)患者的 KBM-7 细胞和一种类似于成纤维细

胞的 HAPI 细胞两种单倍体细胞株[38–39]，但该技

术也已应用于多种病毒的研究，例如，Timms 等

利用 KBM-7 细胞进行了正向遗传筛选，发现蛋白

脂质蛋白 2 (proteolipid protein 2，PLP2)作为一种

功能未知的 MARVEL 结构域蛋白是卡波西肉瘤

相关疱疹病毒 (Kapos i ’s  sarcoma-associa ted 

herpesvirus)基因产物 K5 发挥病毒 E3 泛素连接酶

活性所必需的[41]；Davis 等利用单倍体遗传学方法

剖 析 了 人 类 细 胞 中 的 糖 磷 脂 酰 肌 醇 锚 定 蛋 白

(glycophosphatidylinositol-anchored proteins， 

 

 
 

图 1.  单倍体细胞筛选技术及 CRISPR/Cas9 技术筛选病毒功能性受体流程 

Figure 1.  Screening process of functional viral receptors by haploid cells and CRISPR/Cas9. 
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GPI-APs)通路，表明 GPI 锚定成分以底物依赖性

的方式影响 GPI-Aps 通路发挥作用[42]；Lebensohn

等为了探索 WNT 信号的调控机制，在人类单倍体

细胞中进行了系统的正向遗传筛选，获得了许多

新的发现，包括 ANINX2 的 DAX 结构域在 β-连环

蛋白(β-catenin)转录活性调控中的作用、糖磷脂酰

肌醇的生物合成和磷脂酰肌醇聚糖在 Rspo 蛋白

(R-spondin)增强 WNT 信号传导中的作用等[43]；

Kleinfelter 等利用 HAP1 细胞进行单倍体基因筛

选，以鉴定安第斯病毒(Andes virus，ANV)入侵所

需的宿主因子，发现了参与胆固醇传感、调节和

生物合成过程的多个基因，包括甾醇反应元件结合

蛋白(sterol response element-binding protein，SREBP)

通路的关键分子对 ANV 的入侵至关重要[44]。单   

倍体细胞遗传筛选技术具有特异性高、假阳性率

低并且可产生基因的零表型等众多优势，但其随

机插入突变原理使其不能特异性针对某一基因发

挥作用，这成为限制其发展的重要因素。 

2.3  CRISPR/Cas9 文库法 

利 用 锌 指 核 酸 酶 (zinc-finger nucleases ，

ZFNs)[45] 或 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶

(transcription activator-like effector nucleases ，

TALENs)[46]进行同源重组[47]的基因靶向是一种耗

时的获得纯合子突变体方法，不适合进行高通量

的基因功能分析。而 CRISPR/Cas9 技术通过构建

sgRNA 文库并利用高通量的基因功能分析实现对

关键性宿主因子的筛选。CRISPR 是规律间隔性成

簇短回文重复序列(clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats)的简称，Cas 是 CRISPR

相关蛋白的简称。该系统最初是在细菌体内发现

的，为了自卫，细菌和古细菌利用 CRISPR/Cas9

系统进行适应性免疫反应，以攻击和破坏入侵病

原体的 DNA[48]。这种被称为 CRISPR/Cas9 系统的

保护性反应已经适应于基因组编辑和基因表达调

控，包括哺乳动物全基因组的体外遗传筛选[49–51]。

该筛选方法的步骤为：首先构建稳定表达 Cas9 蛋

白的病毒易感细胞的细胞系；之后设计针对某一

病毒易感细胞膜蛋白的 sgRNA，将所有的 sgRNA

克隆至慢病毒载体，包装成慢病毒文库；然后将

其以低剂量转导 Cas9 细胞系，尽量保证每一个细

胞只进入一个 sgRNA，以大剂量感染报告病毒或

能够产生细胞病变的病毒，筛选出报告基因阴性

或存活的细胞；而后提取细胞基因组进行 PCR 扩

增，利用高通量测序技术确定 sgRNA，找到对应

的敲除基因，进一步研究所敲除基因对病毒感染

的影响，最后获得影响病毒入侵的受体(图 1)。

CRISPR/Cas9 技术无疑对影响病毒感染的功能性

基因的筛选进行了革新，利用该技术筛选到调节

西尼罗河病毒(West Nile virus，WNV)细胞病变效

应 的 7 个宿 主因子 (EMC2、 EMC3、 SEL1L、

DERL2、UBE2G2、UBE2J1 及 HRD1)，敲除这些

宿主因子后，两种 WNV 毒株在 3 种细胞系中不

再引起细胞病变[52]；Marceau 等利用该技术对登革

热病毒(dengue virus，DENV)和 HCV 进行了研究，

在验证了已经报道的细胞受体之外，还发现了缺

乏寡糖基转移酶(oligosaccharyltransferase，OST)

复合物的细胞几乎完全阻断 DENV 的复制，研究

还表明，HCV 的复制完全依赖于一定量的黄素腺

嘌 呤 二 核 苷 酸 (flavin adenine dinucleotide ，

FAD)[53]；利用该技术还发现一种唾液酸转运蛋白

(sialic acid transporter) SLC35A1 对 IAV 受体的表

达和病毒的入侵至关重要[54]；最近利用全基因组

CRISPR/Cas9 的筛选表明，细胞黏附分子 Mxra8

可作为基孔肯雅病毒(Chikungunya virus)等多种致
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关节炎性甲病毒的细胞侵入受体[55]。 

CRISPR/Cas9 筛选技术克服了采用 RNAi 技

术时仅能从 mRNA 水平上抑制基因表达的障   

碍[3]，而单倍体细胞筛选技术受到目前仅有两种单

倍体细胞的限制，由此可见，CRISPR/Cas9 技术

显然比 RNAi 和单倍体细胞筛选这两种技术更具

有优势。利用 CRISPR/Cas9 技术在全基因组规模

上构建敲除载体库十分简便，构建了人源和鼠源

全基因组的 sgRNA 文库并不断改进该技术[56–58]。

将靶向特定基因的 Cas9 蛋白与针对全基因组的多

个重组 sgRNA 的设计结合起来，在全基因组范围

内有效鉴定机体内重要的功能基因[53]。对 Cas9 蛋

白进行改造后而获得的 CRISPR/dCas9 系统可以

招募不同的转录因子促进或抑制基因的表达水

平，如 Julianna 等利用 CRISPR/dCas9 文库筛选出

宿主分子糖基转移酶 B4GALNT2 可抑制禽流感病

毒(pan-avian influenza virus)的复制[59]。最近研究

表明，Cas9 对单链 RNA 也有作用[60]。这一发现

可能使人们能够像操纵 DNA 一样对 RNA 分子进

行分析。经过不断的努力，在体内应用 Cas9 介导

的 RNA 识别技术可能会使 RNA 切割等应用成为

可能，进而增强特异性 RNA 的翻译或分离[60]。同

样，Cas9 融合蛋白对 RNA 进行特异性修饰的   

能力，为探讨 RNA 调控中的功能提供了一种新的

工具。 

3  病毒功能性细胞受体筛选策略的

比较 

这些看似存在竞争的技术给研究人员留下一

个问题：应该在实际研究中应用哪种技术？每种

功能缺失性筛选策略都有其自身的优点和局限性

(表 1)，因此最优策略的选择一般取决于病毒的感

染特点、研究平台和试验设计。单倍体细胞筛选

技术作为筛选技术的“金标准”，因其具有特异性

高、假阳性率低并且能够产生基因零表型等优势，

存在可应用的单倍体细胞的情况下，可选择该技

术进行病毒功能性细胞受体的筛选。而对于 RNAi

和 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术间最显著的差异

在于 RNAi 引起基因表达的短暂性下调，通过 Cas9

核酸酶进行基因组编辑会导致靶向 DNA 的永久

性损伤。因此，应该考虑的主要问题是“需要进行

一个基因完全敲除还是一个等位基因的敲低”。对

于许多研究来说，实现完全敲除是必需的。例如，

在蛋白质缓慢降解的情况下，转录水平的降低不

一定会引起蛋白水平的降低。与转录抑制相比，

Cas9 核酸酶介导的基因组编辑有一个显著的优

势，即它针对的是外显子结构域，而不是转录起

始位点(transcription start sites，TSSs)，这样可以

利用一个 sgRNA 敲除整个基因家族各成员之间保

守的外显子。另外，由于 CRISPR/Cas9 筛选条件

严格，所获得的宿主分子较少，因此极大地降低

了假阳性结果，所筛选的大多是调控病毒感染的

关键宿主因子。RNAi 虽然不能完全破坏基因功

能，但也有其自身的优势。首先，基因敲低的过

程是可逆的，这种性质在某些研究中是非常有价

值的[61]；此外，基因敲低或许更利于某些药物靶

点的发现，因为基因敲低后的效果可能更接近于

抑制性药物的作用；另一个重要的优势是短期内

即可获得 RNAi 敲低细胞株，而且不需要筛选纯

合子的敲除克隆，这对于增殖能力有限或生长活

力不佳的原代细胞尤为重要。 

4  结语和展望 

病毒受体是病毒侵入靶细胞的关键宿主因 
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表 1.  RNA 干扰、单倍体细胞和 CRISPR/Cas9 筛选技术的优缺点 

Table 1.  Advantages and disadvantages of RNAi, haploid cells, and CRISPR/Cas9 
Methods Advantages Disadvantages 

RNAi (arrayed) Can use diverse cell lines; 
High transfection efficiency of adherent cells; 
Increased sensitivity: arrayed format permits selection 
of a gradation of phenotypes; 
Library key permits rapid gene identification; 
Readily validated using reagent redundancy; 
Short-term screens (<10 days). 

Off-target effects; 
False negatives; 
Loss-of-function only; 
RISC has questionable or limited activity in the 
nucleus; 
Difficult to transfect primary cells or suspension 
cells; 
Difficult to use suspension cells in an arrayed format.
 

RNAi (pooled) 
 
 
 
 
 
 
 
Haploid cells 
 
 
 
 
 
 
 
CRISPR/Cas9 

No limitations on cell lines; 
Viral transduction works better for suspension cells; 
Good format for suspension cells; 
Long-term screens (>10 days); 
Lower cost than siRNA once the shRNA library is 
available. 
 
Finds receptors, entry factors, and associated genes; 
High specificity: less false positives; 
Generates null phenotype; 
Long-term screens (>10 days); 
Low cost to perform survival screens. 
Can use diverse cell lines; 
High specificity: less offtarget effects; 
Generates null phenotype; 
Viral transduction works better for suspension cells 
than transfection; 
Good format for suspension cells; 
Finds receptors, entry factors, and associated genes; 
High specificity; 
Long-term screens (>10 days); 
Can inhibit or activate gene expression (CRISPRa and 
CRISPRi); 
Can remove large sections of a targeted locus (e.g., 
inactivate lncRNAs). 

Off-target effects; 
False negatives; 
Loss-of-function only; 
RISC has questionable or limited activity in the 
nucleus; 
Target knockdown more difficulty due to only one 
shRNA-producing provirus per cell. 
Random insertion mutagenesis cannot specifically 
target a gene; 
Only two available haploid cell lines; 
PCR/next-generation sequencing needed to identify 
hits; 
Loss-of-function only; 
Retroviral insertion bias may not permit saturation. 
PCR/next-generation sequencing needed to identify 
hits; 
Relatively slower validation; 
Arrayed lentiviral format will be cumbersome. 

 

子，对其结构、本质和特征的探索，对病毒感染

过程、致病机理以及有针对性地研制抗病毒药物

和疫苗具有重要的理论意义和极大的应用价值。

绝大多数病毒受体是膜相关蛋白，在细胞浆中的

表达水平极低，而且各种病毒受体研究方法具有

一定的局限性，仅靠一种研究方法往往难以达到

预期目标，因此需要将各种研究方法结合起来，

取长补短，发挥各种筛选策略的最大优势，以达

到筛选病毒功能性受体的目的。近年来，随着基

因功能研究技术的不断更新，利用基因功能性缺

失原理的受体筛选策略引领了病毒功能性受体研

究的新方向，RNA 干扰技术、单倍体细胞遗传筛

选技术及 CRISPR/Cas9 技术的应用极大地扩展了

我们对致病病毒如何利用宿主细胞进行复制的认

识和理解(表 1)，但这些方法的缺点也限制了其更

广泛的应用，因此我们应该根据实际需要，结合
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这些方法的优缺点，合理地利用这些筛选策略进

行病毒功能性受体的筛选工作。将高通量筛选与

精准试验验证相结合，如利用高通量筛选技术确

定了一部分候选基因后，利用病毒铺覆蛋白印迹

技术、免疫共沉淀技术、亲和层析技术、噬菌体

表面展示技术、特异性单克隆抗体技术、受体重

建试验等方法进行系统鉴定，以获得参与病毒入

侵的功能性受体。 

即使人们普遍认为高通量 RNAi 筛选策略不

足以对基因功能进行高度分析[29]。但如果在筛选

过程中注意试剂、分析设计、数据分析、数据集

成和后续实验验证，大规模的 RNAi 筛选可以成

功地发现新的基因、信号通路和基因网络。在未

来的几年里，它将一直是众多研究领域中有价值

的研究工具；单倍体细胞遗传筛选技术因其可以

特异性地产生基因的零表型成为筛选策略的“金

标准”，但目前仅有两种可利用的单倍体细胞株，

并且基于随机插入突变的筛选具有不确定性。利

用单倍体细胞株结合 CRISPR/Cas9 基因编辑技术

的筛选，可以使筛选结果更为可靠并能够较深层

次地进行全基因组功能性筛选分析。 

利用各种形式的 CRISPR 系统，可以简单便

捷地实现全基因组编辑，还可以根据具体的实验

需求采用敲除、抑制或激活等不同的调节方式，

弥补了 RNAi、TALEN 等技术的不足。但 CRISPR

技术仍存在许多改进的空间，主要是如何进一步

提高靶向编辑效率并降低脱靶率。首先，对于任

何 DNA 序列，“NGG”前的邻近基序 PAM 序列，

都可以作为 sgRNA 的靶点，但整个基因组中存在

着很多这样的靶向序列。目前已经有一些研究者

针对 CRISPR 系统对于靶点序列的偏好性进行了

研究。Doench 等利用 sgRNA 文库对小鼠和人类

的细胞表面标记进行筛选，发现新的 PAM 序列

“CGGH” (H=A、C 或 T)比一般认定“NGG”的 PAM

序列效果更好[62]；其次，也有必要对 CRISPR 系

统中所需要的 Cas 酶进行改造，Ran 等发现了一

种源自金黄色葡萄球菌的新型 saCas9 并成功地应

用于哺乳动物基因组的编辑[63]，因其基因组较小，

极大地提高了慢病毒效价，在基因敲除领域具有

更广的应用前景；而 Zetsche 等发现了一种源自毛

螺旋菌科的 CRISPRⅡ型蛋白 Cpf1，与 Cas9 相比，

Cpf1 仅需一段 42–44 个核苷酸组成的单链 RNA

即可识别和切除 DNA，从而简化了实验设计步骤，

更有利于多基因编辑[64]。随着对更多来自其他物

种的 Cas 家族蛋白的逐渐开发，在未来很可能会找

到性能更好、适用于不同实验目的的新型 Cas 酶。

这样随着 CRISPR 系统相应组件的逐渐优化以及技

术的不断成熟，该技术的应用前景将十分广阔！ 
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Novel strategies for screening functional viral receptors and 
their applications 
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China 

Abstract: Viruses attach and invade target-cells by binding to a specific receptor(s) on the surface of target-cells, 

and hijack the cellular replication machinery to complete the life cycle. The cellular receptor is the gateway for 

viruses to infect host cells, and the structure and function of cellular receptors and the mechanism of virus entry 

mediated by cellular receptors have been one of the hotspots of molecular virology. The discovery of cellular 

receptors is helpful to understand the pathogenesis of viruses and develop prevention and control strategies for viral 

diseases. In recent years, the progress in screening functional viral receptors using functional genomics has greatly 

expanded our understanding of the mechanism of virus entry. At present, widely used functional viral receptor 

screening strategies include RNA interference, random retroviral insertional mutagenesis using haploid cell lines 

and the recently emerging CRISPR/Cas9 system. In this review, three novel strategies of functional viral receptors 

screening are systematically introduced and compared, and their applications, advantages and disadvantages are 

summarized to provide references for relevant researchers. 

Keywords: functional viral receptor, novel strategies for screening, RNA interference, haploid genetic screen, 

CRISPR/Cas9 
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