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李李劲劲松松，博士，中国科学院分子细胞科学卓越创新中心（原生物化学与细胞生物学研究所）

研究员，从事干细胞与胚胎发育相关研究。率领团队建立了小鼠孤雄单倍体胚胎干细胞

（即“类精子干细胞”），证明其能代替精子使卵子受精产生健康小鼠（即“半克隆技

术”），并利用类精子干细胞携带CRIPSR/Cas9文库实现了小鼠个体水平的遗传筛选；提出

并推动基于类精子干细胞技术的基因组标签计划。相关研究成果于 2011年和 2012年入选

“中国科学十大进展”。以第一作者或通信作者身份在Cell、Nature、Cell Stem Cell、Nature

Cell Biology等杂志发表 60余篇研究论文。荣获中国科学院“百人计

划”、国家杰出青年科学基金、中青年科技创新领军人才、国家百千万

人才工程、中组部万人计划。

丁丁一一夫夫，中国科学院分子细胞科学卓越创新中心（原生物化学与细胞生物学研究所）李劲松

研究组助理研究员，主要从事以类精子胚胎干细胞为工具的人类复杂疾病的动物模拟研究，

参与科技部、国家自然科学基金委员会、上海市科委的多个科研项目，以（并列）第一作者

在 Cell Research、 Nature Cell Biology、 Methods in Molecular Biology、 Science China-Life

Science等杂志上发表科研论文7篇。

复杂疾病小鼠模型构建新策略：类精子单倍体胚胎干

细胞介导的半克隆技术
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[摘要] 类精子单倍体胚胎干细胞是源自小鼠孤雄囊胚中的一种新型单倍体胚胎干细胞，仅含有父源

遗传物质，性染色体为X染色体，能在体外长期自我更新、增殖或诱导分化，并可以利用CRISPR系

统进行单基因或多基因的编辑，能替代精子使卵母细胞受精。区别于原核注射、卵胞质内注射获得嵌

合体或利用四倍体补偿技术等传统构建基因修饰小鼠模型的方法，通过将基因编辑后的类精子单倍体

胚胎干细胞注射到卵母细胞中，可以高效稳定地一步获得基因型确定的半克隆小鼠，不会存在嵌合现

象，原代小鼠即可用于研究。基于类精子单倍体胚胎干细胞获得的多基因精准编辑的复杂疾病小鼠模

型，可以在生物个体水平上阐述多个基因协同互作的效应，从而更充分地模拟复杂的、可能受多个基

因影响的人类疾病的各种病理特征，以挖掘新的诊断和治疗方法。
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[Abstract] The development of haploid genetics has motivated studies on genome evolution and function,

especially the technological advancements in recent years have prompted the birth of culture techniques for

mammalian haploid embryonic stem cells (haESCs). Sperm-like haESCs are novel haESCs derived from

mouse parthenogenetic blastocysts. Sperm-like haESCs only contain paternal genetic material, and their sex

chromosome is the X chromosome. They can self-renew, differentiate, and proliferate in vitro for a long time.

Furthermore, editing single or multiple genes using the CRISPR system is possible for sperm-like haESCs,

which can replace sperms to fertilize oocytes. In contrast to traditional methods for constructing mouse

models, such as pronuclear injection, cytoplasmic injection, and tetraploid complementation, by injecting

sperm-like haESCs after gene editing into oocytes, semi-cloned mice with a definitive genotype can be

obtained efficiently and stably without chimerism, and primary mice can be used for research. The mouse

disease model based on multiple precisely edited genes obtained from sperm-like haESCs can explain the

effect of multiple genes synergistic interaction at the level of biological individuals to completely simulate

various pathological characteristics of complex human diseases that may be affected by multiple genes, and

this model facilitates the exploration of novel diagnostic and therapeutic methods.
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由于能够掩盖发生的隐性突变，提高环境适

应度，二倍体基因组是大多数动物的典型特征，

但这恰好限制了基于突变研究的遗传学的发

展［1］。而单倍体基因组具有外显优势，非常适合

用于在体外分析各种突变对基因功能的影响。在

自然状态下，因酵母能够以单倍体形式稳定存

活［2］，故围绕功能基因筛选的研究常常在酵母上

开展。同时，科研人员一直试图构建一种可用于

体外筛选的单倍体细胞系，尤其是哺乳动物的单

倍体细胞系。

自然状态下哺乳动物体内的单倍体细胞只有

精子和卵细胞，但是目前的技术尚无法实现体外

长期培养精子或卵细胞以用于研究［3-4］。科研人

员在 19世纪 70年代就探索利用胚胎分割［5］、孤

雌激活卵母细胞［6］、显微去除原核［7］等方法构

建单倍体胚胎，并成功地获得了小鼠的单倍体胚

胎［8］。然而单倍体基因组在体外会自发地二倍体

化，因此体外长期培养单倍体细胞成为了一个难

以逾越的壁垒。直到 2011年，科研人员才实现

哺乳动物单倍体胚胎干细胞的体外培养［9］。

因为单倍体细胞的突变都是显性的，在类精

子单倍体胚胎干细胞技术诞生之前，单倍体的应

用主要集中于功能基因筛选。2009 年，Carette

等［10］借助人慢性髓细胞性白血病细胞系KBM-7

（该细胞系除了 8号染色体外，其余染色体都是

单倍体核型）进行遗传筛选。他们利用KBM-7

单倍体细胞筛选细胞致死性膨胀毒素（cytolethal

distending toxins，CDTs）所必需的宿主因子，并

通过在单倍体上大规模敲除基因，使得筛选病原

体致病所必需的宿主因子如毒素、病毒、受体的

配体成为可能。最后研究者成功找到了鞘磷脂合

成酶 1和G蛋白偶联受体TMEM181分别独立地

插入失活的抗CDTs的细胞系。2008年，Chong

等［11］构建了条件性Drosha敲除的小鼠。Drosha
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在细胞核中催化 pri-miRNA转录产物转化为 pre-

miRNA茎环前体［12］，这对于miRNA加工的起始

非常重要。2011年之前尚无Drosha敲除细胞系

的报告。直到 2011年，Elling等［13］利用基因诱

捕（gene trap）技术，在单倍体细胞上获得了一

株不表达Drosha的细胞系。

在过去的一个世纪里，基因筛选已经帮助人

们阐明了多种生物学过程［14］。但对于基因功能

的研究，尤其是复杂的人类疾病，仅在细胞水平

上进行基因筛选是远远不够的，一些简单的动物

模型不足以阐明疾病发生的具体机制。因此，构

建更贴近人类发病模式的复杂疾病小鼠模型在疾

病相关研究中显得非常重要。

近几十年来，基因编辑小鼠模型使得生物领

域的基础研究有了飞跃式进展，尤其是与人类有

关的研究如衰老［15］、肿瘤［16］、自闭症［17］、抑郁

症［18］、肥胖［19］，以及各种器官损伤、再生、修

复等基础研究。但科研工作者仍然渴求在短时间

内以较低成本获得特定的基因型小鼠，这需要实

现基因组的编辑，并将这种编辑传递到生殖系

中。人们最开始是通过同源重组实现基因组的编

辑，然后是病毒介导的转基因、重组锌指核酸酶

（zinc-finger nucleases，ZFN）和转录激活因子样

效 应 蛋 白 核 酸 酶 （transcription activator-like

effector nucleases，TALEN）技术，尤其是 2020

年诺贝尔化学奖得主Charpentier和Doudna等开

发 的 成 簇 的 规 律 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列

（clustered regularly interspaced short palindromic

repeats，CRISPR）/CRISPR 相关蛋白核酸酶 9

（CRISPR-associated nuclease 9，Cas9）技术。这

些技术的出现使得基因组编辑越来越便捷、精

准。例如，应用原核注射或卵胞质内注射，或者

通过囊胚注射，可以将基因编辑上升到小鼠个体

水平。

遗憾的是，采用常规的动物模型建立技术产

生的模型小鼠存在或多或少的嵌合，嵌合体需要

通过交配获得无嵌合的小鼠。而如果是多基因同

时编辑的模型动物，在交配时由于存在基因分离

现象，会极大地增加饲养与鉴定的成本。2012年

类精子单倍体胚胎干细胞的诞生［20］以及后续的

优化工作［21］，证明了利用类精子单倍体胚胎干

细胞可以高效地获得多基因杂合编辑的半克隆小

鼠，可直接将细胞水平的编辑传递到小鼠个体水

平，为人类复杂疾病的动物模型研究带来了新的

工具。

1 类精子单倍体胚胎干细胞技术的发展

历程

核移植技术和单倍体胚胎干细胞培养技术的

优化，使得从单倍体胚胎中获取可体外稳定培养

的单倍体胚胎干细胞成为可能［22］。1970 年，

Freed等［23］在美洲豹蛙的孤雄胚胎中建立了两株

单倍体细胞系，其中一株可以传代 200次以上。

1975年，Philippe等［24］成功在体外培养了蟑螂孤

雌胚胎来源的单倍体细胞。1978 年，Debec［25］

建立并培养了黑腹果蝇的单倍体细胞。1999年，

Kotecki等［26］从慢粒细胞白血病患者的骨髓中通

过连续亚克隆的方式分离出了“近单倍体”的细

胞系 KBM-7，该细胞系中除了 8 号染色体是 2

条，其余皆为 1条。2009年，Yi等［27］构建了青

鳉鱼孤雌单倍体多能干细胞，再次将单倍体细胞

的研究推向高潮。然而在哺乳动物胚胎中，单倍

性维持和发育并不兼容，尽管在卵圆筒期（egg

cylinder stage）的孤雌胚胎中观察到了单倍体细

胞的存在，但是存活的胚胎中细胞多为二倍

体［9］。直到 2011年，Leeb等［9］引入了 2i培养系

统 （ 含 有 两 个 小 分 子 抑 制 剂 PD184352、

CHIR99021）后，才成功获得了小鼠孤雌单倍体

胚胎干细胞，并通过流式分选富集单倍体，可在

体 外 维 持 该 细 胞 系 的 单 倍 性 35 代 左 右 。

PD184352和CHIR99021通过抑制糖原合成酶激

酶3和丝裂原活化的细胞外信号调节激酶信号通

路，促进胚胎干细胞的自我更新［28-29］，白血病抑

制因子可抑制胚胎干细胞的分化［29］。同年Elling

等［13］也建立了小鼠孤雌单倍体胚胎干细胞系。

但是Leeb和Elling等只是通过多能性实验验证了

他们获得的孤雌单倍体胚胎干细胞具有体内外的

分化能力，研究并未证明其获得的小鼠孤雌单倍

体胚胎干细胞能否发生生殖系嵌合，是否保留母

源基因组的表观遗传特性，以及是否能代替卵子

基因组获得半克隆小鼠。

单倍体胚胎干细胞研究的一个重大突破是
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2012年Li带领的团队首次建立了小鼠孤雄胚胎

来源的单倍体胚胎干细胞，这些孤雄单倍体胚胎

干细胞保持了大部分的父源印记，表达典型的多

能性基因，并在注射到二倍体囊胚时，可嵌合发

育成生殖系在内的各种组织；最重要的是孤雄单

倍体胚胎干细胞在注入卵母细胞后可以产生可育

的小鼠［20］。同年Zhou带领的团队也独立建立了

小鼠孤雄单倍体胚胎干细胞，并证明了这类细胞

替代精子内遗传物质的可能性［30］。

此外，孤雄单倍体胚胎干细胞的出现使得复

杂基因编辑小鼠的获取变得更加容易。但是通过

注射孤雄单倍体胚胎干细胞获得小鼠的效率很

低，不到移植胚胎的 2%，并且还有大约 50 %的

半克隆小鼠呈现出生长迟缓的表型，在出生后不

久就死亡。低出生效率、生长迟缓的现象直接阻

碍着利用孤雄单倍体胚胎干细胞构建基因修饰小

鼠。直到 2015 年，Zhong 等［31］利用 CRISPR/

Cas9技术在孤雄单倍体胚胎干细胞中将H19、IG

差 异 性 甲 基 化 区 域 （differentially methylated

region，DMR）敲除，这种敲除后的孤雄单倍体

胚胎干细胞的基因组更接近精子中的状态；进一

步将双敲除的孤雄单倍体干细胞注射到卵母细胞

后，产生健康半克隆小鼠的效率高达 22.3%，这

比 2012 年 Yang 等［20］的研究结果提高了 10 倍，

真正意义上将孤雄单倍体胚胎干细胞由概念上的

创新转变为类精子单倍体胚胎干细胞这一强有力

的构建小鼠模型的工具。次年，Yang等［32］通过

孤雌激活的方法，成功获得了两株食蟹猴孤雌单

倍体胚胎干细胞MPH1和MPH2。食蟹猴孤雌单

倍体胚胎干细胞具有胚胎干细胞的典型特征；最

重要的是，食蟹猴孤雌单倍体胚胎干细胞支持体

外遗传操作，能够用于大规模的遗传筛选研究。

2016年Li等［33］将小鼠的孤雌单倍体胚胎干

细胞和大鼠的孤雄单倍体胚胎干细胞融合在一

起，形成的异源二倍体不仅含有稳定的基因组，

而且具有分化成三胚层和早期生殖细胞的多能

性；同时，小鼠和大鼠单倍体胚胎干细胞的等位

基因对异源二倍体中的基因表达贡献类似。同年

Sagi等［34］和Zhong等［35］分别采用孤雌激活和去

除受精卵雄原核的方式，从单倍体孤雌囊胚中获

得了人单倍体胚胎干细胞系。随后，Zhong等［35］

和 Li 等［36］证明将敲除了 2 个印记基因 DMR

（H19、IG）的孤雌单倍体胚胎干细胞注射到卵

母细胞中，可以产生存活的孤雌来源小鼠。2年

后，Li等［37］研究发现，敲除了 7个母源性高甲

基化印记基因（Nespas、Grb10、 lgf2r、Snrpn、

Kcnq1、Peg3和Gnas）的孤雄单倍体胚胎干细胞

和精子共注射后，采用四倍体补偿技术，可以产

生存活的孤雄小鼠，但是这些孤雄小鼠出生后不

久便相继死亡，提示目前仍有很多的印记相关问

题有待研究。

2 类精子单倍体胚胎干细胞的特性

为了获得类精子单倍体胚胎干细胞，首先需

要将受精卵中的雌原核去除以获得孤雄单倍体胚

胎，进一步将体外培养至囊胚时期的孤雄单倍体

胚胎的内细胞团分离进行培养，就可以获得类精

子单倍体胚胎干细胞。类精子单倍体胚胎干细胞

兼具二倍体干细胞和单倍体精子的诸多特性，其

本质仍是胚胎干细胞，因此在形态、分化、增

殖、基因表达图谱等方面都十分类似于二倍体胚

胎干细胞。

类精子单倍体胚胎干细胞在体外可形成拟胚

体，并进一步分化为各类型的细胞。向严重免疫缺

陷小鼠皮下注射类精子单倍体胚胎干细胞后，可产

生包含所有胚层的畸胎瘤。把类精子单倍体胚胎干

细胞注射到二倍体囊胚中后，可以在12.5 d的胚胎

中体细胞和生殖系中检测到类精子单倍体胚胎干

细胞的痕迹［30］。Yang等［20］通过免疫印迹发现，

类精子单倍体胚胎干细胞表达胚胎干细胞的标志

基因如Nanog、Oct4、Sox2和SSEA1，微阵列表

达图谱表明其基因表达模式与小鼠的二倍体胚胎

干细胞接近。类精子单倍体胚胎干细胞只有一套

父源的遗传物质，它的性染色体是X染色体，通

过卵胞质内单细胞注射技术，将类精子单倍体胚

胎干细胞注射进卵母细胞，可以使之受精并发

育，产生后代全为雌性的半克隆小鼠。类精子单

倍体胚胎干细胞和孤雌单倍体细胞相近，通过定

期的流式细胞分选富集单倍体［13，20，30］，可以在体

外长期传代培养并保持单倍体性。上述这些特性

使得类精子单倍体胚胎干细胞支持多轮的基因编

辑，进而获得携带多基因编辑的小鼠（图1）。
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3 基因修饰小鼠模型的发展历史

基因修饰小鼠模型一直是科学界广泛使用的

动物模型之一。1974年 Jaenisch等［38］将猴空泡

病毒 40（SV40）DNA注射到小鼠囊胚腔内，这

些囊胚大约有40%可以正常发育且在1岁时也未

检测到肿瘤；用从这些动物的不同器官中提取的

DNA 进行 SV40 特异性 DNA 序列检测，结果显

示大约 40%的成年小鼠的器官中检测到了SV40

表达。1976 年 Jaenisch［39］又用小鼠白血病病毒

（M-MuLV）感染刚出生的小鼠和植入前的小鼠

胚胎（4～8细胞时期），两种小鼠均出现病毒诱

导的白血病。与新生小鼠感染不同，着床前胚胎

的感染可导致病毒整合到生殖系中并传递给下一

代。1980年Gordon等［40］报告，将基因序列注射

到小鼠胚胎的原核中，当胚胎被移植到代孕母鼠

体内并发育到期时，可以成功地将目的基因序列

保留在小鼠基因组中。1981年Evans等［41］成功

地建立了小鼠胚胎干细胞（embryonic stem cells）

的体外培养技术。1985年，Smithies等［42］在哺

乳动物细胞中通过同源重组完成对特定人类基因

的修饰，而又不影响基因组的其他部分。

胚胎干细胞的体外培养和同源重组技术的出

现是伟大的突破，由于可以精确地操纵小鼠基因

组，进而可以创建人类疾病的动物模型，因此在

过去的 50年里推动生物学研究取得了长足的进

步［43］。1987年Thomas等［44］首次报告，通过体

外同源重组成功突变了小鼠胚胎干细胞的内源性

次 黄 嘌 呤 磷 酸 核 糖 转 移 酶 （hypoxanthine

phosphoribosyl transferase，HPRT）基因。 1993

年 Gu 等［45］首次应用 Cre/LoxP 系统，获得了一

个删除 IgH 位点的 JH-Eμ片段小鼠品系 JHT。

2009 年 Geurts 等［46］ 将 编 码 ZFNs 的 DNA 或

mRNA单次注射到单细胞大鼠胚胎中，导致靶基

因位点发生 25%～100%的破坏，并且这些突变

可以有效地传递给后代。2010年Meyer等［47］通

过 ZFN 介导小鼠受精卵的同源重组。2012 年

Doudna 团队与 Charpentier 团队合作，创造性地

将CRISPR/Cas9系统用于基因组的定向编辑［48］。

2013年Zhang带领的团队首次利用CRISPR/Cas9

系统在人和小鼠细胞的内源性基因组位点上实现

注：NHEJ全称Non-homologous end joining，即非同源末端连接；HDR全称Homologous recombination，即同源重组；

MMCT 全称 Microcell mediated chromosome transfer，即微细胞介导的染色体转移技术；ICAHCI 全称 Intracytoplasmic

AG-haESCs injection，即卵胞质内孤雄单倍体细胞注射术；gRNA全称guide RNA，即向导RNA。

图 1 类精子单倍体胚胎干细胞上的遗传修饰可以一步传递至子代小鼠中

Figure 1 Genetic modification of sperm-like haploid embryonic stem cells can be transmitted to offspring mice in one

step
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了精确编辑［49］。2015年Zhong等［31］将CRISPR/

Cas9技术与类精子单倍体胚胎干细胞相结合，通

过简单的步骤可以稳定高效地批量获得基因修饰

的半克隆小鼠，实现了个体水平的基因筛选。

4 构建基因修饰小鼠的胚胎操作技术

构建小鼠疾病模型主要包含两部分：基因组

的编辑和胚胎的操作、培养。基因组编辑的方法

主 要 有 同 源 重 组 、 病 毒 、 转 座 子 、 ZFN、

TALEN、CRISPR/Cas9等。在体外培养的哺乳动

物细胞中，外源DNA片段和染色体基因之间如

果序列存在相似性，便会发生同源重组，只是这

种重组的频率非常低［42］。病毒介导的基因组修

饰是随机的，常用的可整合到基因组上的病毒有

慢病毒、逆转录病毒等。随机插入存在破坏正常

基因功能的可能，需要在鉴定时加以注意。

PiggyBac转座酶通过剪切/粘贴机制介导基因的

转移［50］。转座过程不依赖DNA复制，具有较高

的插入效率。PiggyBac转座插入的位点同样不是

固定的，存在破坏正常基因功能的可能，需在鉴

定时加以注意。

ZFN与TALEN都是一类人工合成的限制性

内切酶，由DNA结合域与限制性内切酶的DNA

切割域融合而成，ZFN与TALEN发生的基因编

辑一般是位点特异的。Cas9是一种由向导RNA

（guide RNA，gRNA）引导，能够使DNA发生双

链断裂的核酸内切酶。Cas9对基因组的切割依赖

于与目的序列配对的gRNA序列以及序列附近的

PAM（NGG）位点。CRISPR/Cas特异性编辑所

依赖的 gRNA 的设计和合成难度也远远小于

TALEN 和 ZFN 技术的 DNA 识别模块的构建过

程。所以，CRISPR/Cas技术是目前实现基因组

精确编辑的最常用手段［48］。

除了上述能对基因组进行修饰的分子生物学

技术外，仍然需要借助胚胎操作技术将遗传修饰

体现在个体水平上，才能在真正意义上建立可用于

研究的基因修饰小鼠模型。目前，广泛利用原核注

射、卵胞质内注射、基于胚胎干细胞的囊胚注射、

四倍体补偿这4种方法来构建小鼠模型。

原核注射是第一个被证明可有效产生基因整

合小鼠的技术［40］。它将外源DNA通过显微注射

的方法注射到受精卵的原核内，注射的DNA可

以整合到小鼠受精卵的基因组中，并稳定遗传给

后代。由于DNA都是随机整合到基因组上，无

法预测整合的转基因拷贝数，这就导致每一只原

代小鼠有自身独特的整合位点、整合方式、拷贝

数，需一一进行分析。原核注射也可以结合

PiggyBac 系统，从而限定插入局限在基因组的

TTAA位点。如果一个原代小鼠的多条染色体发生

转基因的整合，其后代小鼠也可能会产生不同的品

系。通常情况下，整合发生在二细胞时期之前，但

是仍有20%～30%的原代小鼠出现基因整合延迟，

发生在二细胞之后，就产生了嵌合体［51］。而且多

数原代小鼠传递的转基因频率较低，仅为 5%～

10%［51］。如果想实现一只小鼠上有多种基因的转

基因整合，就需要将不同的转基因小鼠相互交配。

随着CRISPR/Cas9技术的成熟，直接在卵胞

质内注射体外转录的Cas9 mRNA和gRNA，或是

体外组装好的Cas9蛋白与gRNA复合物也可以简

单地实现基因编辑［52］，并且卵胞质内注射会比

原核注射的效率更高［53］。Cas9及 gRNA进入受

精卵后，在特异性的位点产生DNA的双链断裂，

随后会发生非同源末端连接修复或同源重组修

复，前者会产生随机的碱基插入或缺失，后者会

依照同源的模板将双链断裂修复。如果在卵胞质

内注射的同时给予带有同源臂的模板 DNA

（Donor），细胞就可以利用该模板进行修复，从

而实现人为改变指定区域基因序列的效果。卵胞

质内注射同样存在一定的延迟，子代小鼠大多存

在一定程度的嵌合，将目的基因位点实现了特定

编辑的原代小鼠与野生型小鼠交配，可以获得稳

定的基因编辑小鼠。由于CRISPR/Cas系统的效

率取决于 gRNA，因此差异较大，但总体而言仍

远高于原核注射。卵胞质内注射对RNA纯度和

浓度的要求较高，否则非常影响胚胎的发育效率

以及基因编辑效率（图2）。

嵌合体通常指个体的细胞基因组存在不同的

现象。1961年，Tarkowski［54］将遗传上不同的八

细胞时期的胚胎的透明带移去，体外培养时让它

们彼此接触，再将聚集的胚胎移植到代孕母鼠

后，产生了存活的嵌合体后代。 1968 年 ，

Gardner［55］将胚胎干细胞注射到囊胚腔中也获得
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了小鼠嵌合体。嵌合同样有一定概率发生在生殖

系中，将这种嵌合体小鼠与野生型小鼠交配，可

获得不同基因型的小鼠。这种囊胚注射发生生殖

系传递的效率是不稳定的，而一种改进的被称为

四倍体补偿的技术的出现弥补了这一缺陷。四倍

体补偿将二细胞时期的胚胎通过电或病毒方式融

合，产生四倍体的胚胎，这些四倍体的细胞后续

只能发育为胚外组织，而无法发育产生健康胚

胎，但如果此时向四倍体囊胚中注射二倍体的胚

胎干细胞，会产生完全来源于注射的供体干细胞

的健康胚胎。胚胎干细胞有着成熟的培养、编辑

系统，注射经过基因编辑的胚胎干细胞到四倍体

囊胚中，就可以获得基因组完全来自于注射细胞

的小鼠（图2）。

利用类精子单倍体胚胎干细胞构建小鼠模

型，完全排除了上述方式产生的原代小鼠基因型

不确定、存在嵌合、需要回交、多次鉴定等问

题。类精子单倍体胚胎干细胞可以使卵母细胞受

精形成胚胎，同时可在体外进行培养，也可结合

CRISPR/Cas9系统对类精子单倍体胚胎干细胞进

行基因的编辑，这个过程同对二倍体胚胎干细胞

进行基因编辑一样。类精子单倍体胚胎干细胞具

有单倍体的特性，每一次的编辑只会产生“是”

或“否”的结果，对编辑后的细胞进行单克隆建

系，通过测序就可以判断基因编辑是否如预期发

生。如果需要获得多基因同时编辑的细胞，只需

要在前一轮得到的细胞系的基础上再进行一轮编

辑即可。由于所有的鉴定都是在细胞层面上完

成，鉴定的时间成本较低，建成携带指定基因型

的类精子单倍体胚胎干细胞系，注射后产生的原

代小鼠的基因型均为编辑且杂合的，不存在嵌合

情况，可以直接在原代小鼠中开展研究，并能够

稳定地传递给下一代（图2）。

基于类精子单倍体胚胎干细胞的半克隆技术

注：A为向受精卵中注射基因编辑复合物（Cas9+gRNA+Donor）获得嵌合体小鼠的途径；B为通过四倍体补偿技术在四

倍体囊胚中注射二倍体胚胎干细胞获得非嵌合体小鼠的途径；C为通过类精子单倍体胚胎干细胞注射高效获得非嵌合体

小鼠的途径。CRISPR/Cas9全称 clustered regularly interspaced short palindromic repeats/it-associated nuclease 9，即成簇的

规律间隔的短回文重复序列及其相关蛋白核酸酶 9基因编辑技术；ICAHCI全称 Intracytoplasmic AG-haESCs injection，

即卵胞浆内孤雄单倍体细胞注射术。

图 2 构建基因修饰小鼠模型的胚胎操作方法

Figure 2 Experimental methods for constructing mouse models
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相比于原核或卵胞质内注射、四倍体补偿技术来

构建复杂的小鼠模型更具优势（表1）。但是由于

只携带Y染色体的孤雄胚胎无法发育至囊胚，所

以全部的类精子单倍体胚胎干细胞的性染色体都

是X染色体，注射到卵母细胞后产生的后代全部

是雌性。同时如果编辑的基因本身会影响干细胞

的生存、自我更新过程，细胞系就难以建立，也

无法得到后代小鼠（表1）。

5 类精子单倍体胚胎干细胞构建小鼠模型

的应用

类精子单倍体胚胎干细胞介导的半克隆技术

中半克隆是指将类精子单倍体胚胎干细胞注射至

卵母细胞产生的后代有别于克隆产生的后代，只

有一半的遗传物质来源于体外培养的细胞。基于

该技术，科研人员已经在多种复杂疾病小鼠模型

的构建方面取得了突破性进展（图3）。

人 强 直 性 肌 营 养 不 良 1 型 （myotonic

dystrophy type 1，DM1）是一种复杂的遗传性疾

病 ， 主 要 由 强 直 性 肌 营 养 不 良 蛋 白 激 酶

（dystrophia myotonica protein kinase，DMPK）基

因 3′非编码区的CTG重复扩增引起［56-57］；通常

随着重复数量的增加而加重表型，最严重时可以

发展为呼吸衰竭和智力迟钝（如先天性 DM1，

即CDM）［58］。许多研究都表明，CTG的重复扩

增不仅影响DMPK 本身的表达水平，也会影响

DMPK邻近区域的染色体结构，从而降低邻近基

因的表达水平［59-60］。携带DM1相关基因Dmpk、

Six5和Mbnl1的其中任何一个基因杂合突变的小

鼠只能部分重现DM1患者的症状［61-63］，而任何

一个纯合突变的小鼠病情会加重。但在DM1患

者中，几乎不存在Dmpk、Six5和Mbnl1这几个

相关基因的纯合突变。

另外一种DM1的小鼠模型构建策略是侧重

于重现CTG的重复。如携带人骨架肌动蛋白基

因HAS的转基因小鼠，其肌肉HAS非编码区插

入了大约 250个CUG重复扩增［64］。这种转基因

小鼠在肌肉多个方面出现了和DM1患者一样的

表型，但并没有出现DM1患者常见的其他症状，

如肌肉萎缩和白内障［64］。DM1患者出现肌肉萎

缩、白内障、胰岛素抵抗、心脏传导缺陷等多方

面的症状，很可能是上述多个基因的表达不足导

致［65-66］。但限于传统方法的局限性，难以获得如

此多基因同时敲除的小鼠，多基因表达不足的猜

想一直未得到实验验证。2019年，Yin等［58］通

过将 Dmpk、Six5 和 Mbnl1 这 3 个基因敲除的类

精子单倍体胚胎干细胞注射到卵母细胞后，产生

的杂合小鼠出现了DM1的部分表型；进一步将

表 1 常用于构建基因修饰小鼠模型的动物实验手段优劣势比较

Table 1 Comparison of advantages and disadvantages of different animal experiments for constructing mouse models

实验方法

原核或卵胞质内注射

四倍体补偿技术

基于类精子单倍体胚胎干细胞

的半克隆技术

优势

结合PiggyBac或CRISPR/Cas9系统

相比于直接注射DNA片段，整合效

率、目的基因表达效率较高，插入的

基因片段更大，不需要额外构建细

胞系

可产生非嵌合小鼠；可快速获得目的

基因型的小鼠

可构建多基因同时敲除或敲入的小

鼠；可一步获得非嵌合的原代杂合

小鼠并直接用于研究

劣势

PiggyBac系统：可能会破坏其他基因功能；无法控

制插入拷贝数；插入位点局限在TTAA位点；存

在嵌合，后续需要多轮回交

CRISPR/Cas9系统：胚胎发育效率很受RNA质量

影响，需要体外转录获得RNA；原代小鼠存在

嵌合，需进行回交；多基因同时敲除或敲入需要

连续注射或者共同注射，效率较低

基因编辑二倍体胚胎干细胞较单倍体细胞复杂；

出生效率较低，需要进一步扩繁；小鼠性别比例

失衡，倾向于雄性；无法用于编辑影响干细胞自

我更新或生存的基因

类精子单倍体胚胎干细胞性染色体只会是X染色

体，注入卵细胞后也只能产生雌性小鼠；无法用

于编辑影响干细胞自我更新或生存的基因
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Dmpk、Six5、Mbnl1和Dmwd共 4个基因敲除的

类精子单倍体胚胎干细胞注射到卵母细胞后，产

生的杂合小鼠重现了DM1患者的绝大多数病理

状态。四基因敲除的杂合小鼠模型直接证明了多

基因剂量不足效应确实能够导致DM1。

苗勒管异常（Müllerian anomalies，MA）包

括子宫、宫颈、输卵管或阴道的各种解剖学畸

形［67-69］。MA女性的生殖能力低下，同时要承受

巨大的心理痛苦［70］。关于MA的病因，遗传危险

因素通常被认为具有很强的影响力。但是由于

MA患者个体之间存在广泛的基因异质性，很难

确定潜在的致病基因［70］。先前的一些研究提示，

基因组拷贝数变异 （copy number variations，

CNV）参与了MA致病［70］。2019年，Wang等［70］

分析了 25例MA患者的全基因组杂交芯片数据，

发现其中有 3 例患者和苗勒管发育有关的基因

Gen1（1/25）、Tbx6（1/25）和 Lhx1（1/25）存

在基因拷贝数差异。为了进一步了解这些基因的

拷贝数差异是否会造成苗勒管发育异常，研究人

员对新的 100例MA患者的 qPCR数据检验后发

现，其中有 6 例患者的 Tbx6（4/100）和 Lhx1

（2/100）存在基因拷贝数差异。但是 Gen1 基因

杂合敲除小鼠并没有展现出任何苗勒管畸形表

型，提示单基因缺陷并不足以导致苗勒管畸形，

而很可能是多基因缺陷造成的。研究人员后续对

这 9例MA患者进行全基因组测序分析，将目光

锁定到了 Gen1/Wnt9b 以及 Tbx6/Gata3 这两种基

因组合。通过分析由类精子单倍体胚胎干细胞一

步获得的Gen1/Wnt9b双杂合敲除小鼠的子宫发

现，其确实比Gen1或Wnt9b单杂敲除小鼠的子

宫发育畸形程度更严重，从而证明 Gen1 和

Wnt9b双基因缺陷导致了苗勒管畸形的产生［70］。

有趣的是，研究人员还确定了4例携带Gen1有害

突变，但没有 Wnt9b 有害突变的个体，这支持

Gen1突变对MA致病的遗传贡献。由于Gen1中

的单个突变不足以引起人或小鼠的MA，其他基

因的有害突变可能与Gen1突变协同作用而引起

MA，与MA的高度遗传异质性相符。总之，这

些结果均表明 Gen1/Wnt9b 是 MA 致病基因中一

个重要的组合，并提示Gen1是MA的主要致病

因素［70］。

稳定表达Cas9的类精子单倍体胚胎干细胞

注：PGC全称primordial germ cells，即原始生殖细胞。

图 3 类精子单倍体胚胎干细胞在构建疾病模型上的应用

Figure 3 Application of sperm-like haploid embryonic stem cells in the construction of disease model
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和gRNA文库结合会产生一种非常高效便捷的小

规模基因筛选系统。每个类精子单倍体胚胎干细

胞中转染一种gRNA后，其基因组被稳定表达的

Cas9切割，实现对应的一个基因的编辑，注射到

卵母细胞后又会进一步切割母源基因组，产生纯

合敲除的小鼠。2019年Bai等［71］通过向卵母细

胞注射稳定表达Cas9和以 72个预选基因为靶标

的gRNA文库的类精子单倍体胚胎干细胞系，建

立了一个文库基因突变的半克隆小鼠库，并通过

对出生小鼠的骨骼分析筛选出了4个与骨骼发育

相关的基因，其中Zic1和Clec11a已被报告是骨

骼发育所必需的基因，而Rln1和 Irx5基因从未有

研究表明对骨骼有影响。Rln1纯合敲除小鼠仅在

出生时骨骼较小，而 Irx5纯合敲除小鼠由于骨量

减少和骨髓脂肪生成增加，在出生后和成年阶段

均显示骨骼异常［4，71］。利用类似的策略，2018

年Li等［72］结合CRISPR/Cas9介导的单碱基编辑

器发现了小鼠原始生殖细胞（primordial germ

cells，PGC）发育的重要基因 Dnd1 上有 4 个与

PGC发育相关的氨基酸。这种对蛋白质关键氨基

酸进行体内遗传筛选的系统，为蛋白质结构和功

能的研究开辟了一个新的体系［4］。该体系的一个

潜在应用是在小鼠中筛选与疾病发展相关基因的

功能位点，并与已有的 SNVs数据库进行比对，

以预测疾病相关基因的致病位点［73］。

上述研究为人和小鼠中多基因致病理论提供

了实验证据，证明利用类精子单倍体胚胎干细胞

介导的半克隆技术作为一种快速有效的实验检测

手段，可用于鉴定复杂疾病的小鼠模型中遗传变

异的致病性组合。

6 类精子单倍体胚胎干细胞技术构建小鼠

模型的展望
人类遗传学在研究方法和概念上的进步加快

了对人类致病基因的鉴定过程。当某种疾病涉及

一个以上基因时，准确判断各致病基因突变的贡

献率及其组合形式至关重要。越来越多疾病的遗

传和突变数据也逐渐阐明了多个基因（包括等位

基因）联合作用如何产生表型效应［74］。生物学、

医学、进化学对于疾病的定义各不相同，但是毋

庸置疑的是，环境、文化、人口等外在因素和遗

传内在因素交错在一起导致了疾病的复杂性以及

人类群体在各种简单或者复杂疾病发生率上的差

异。复杂性状疾病（complex disease）的发病由

多个基因位点共同参与，且与环境因素相互作用

决定疾病表型，往往是遗传疾病，如心血管疾

病、肿瘤性疾病、自身免疫病等［75］。而且在遗

传疾病中，如果涉及染色体结构或数量异常，也

会增加该遗传疾病的复杂性。基于类精子单倍体

胚胎干细胞介导的半克隆技术可以获得多基因突

变的小鼠，可以较优地模拟涉及多基因、染色体

异常（非整倍体）这类复杂的疾病，从而发挥其

对高风险人群的预测、筛查及干预作用，为复杂

性状疾病提供更准确的诊断、预后工具。

以神经退行性疾病肌萎缩侧索硬化征为例，

肌萎缩侧索硬化征（amyotrophic lateral sclerosis，

ALS）即Lou Gehrig′s disease病，是一种成人发

病且致命的罕见神经退行性疾病［76］。ALS以进

行性肌肉无力、肌肉萎缩和最终瘫痪为特征，诊

断后患者生存期从 2年到 5年不等，仅有 10%的

ALS患者可以存活 10年以上［77］。ALS实际上和

许多成人发病的神经退行性疾病共享许多临床和

病理学特征，如额颞叶痴呆（frontotemporal

dementia，FTD）。在许多患者中，也会观察到

ALS和 FTD的共同存在；其中约 15%的 FTD患

者会发展为ALS，5%～22%的ALS患者发展为

FTD［78］。目前公认的ALS发病机制主要有以下

方面：RNA稳定性改变、代谢失调、运动神经

元细胞骨架破坏［79］、内质网压力和蛋白质稳态

失调、线粒体结构或功能受损、谷氨酸介导的兴

奋性毒性、胶质细胞丧失功能、免疫功能失调及

代谢障碍。自 1993年报告第一个ALS相关基因

SOD1后［80］，迄今为止已发现超过 50个基因在

其突变的情况下可能引起ALS［81］，只是这些基

因对ALS的贡献程度有大有小，而且这些基因存

在相同或截然不同的功能，这给早期临床诊断带

来了巨大的挑战。

C9ORF72、SOD1、TDP-43、TBK1、OPTN

等基因只能解释不到 50%的ALS/FTD患者发病

原因［81］。而且很多时候某个基因的突变不会影

响ALS/FTD进展，或者即使影响ALS/FTD的发

生，但不显著改变生存时间；甚至某些基因突变

反而可以减缓ALS的症状。Gerbino等［82］研究表
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明，小鼠表达人的丧失功能、无义突变的TBK1

时，并不会出现和神经退行有关的症状；但是如

果在SOD1G93A这样经典的ALS小鼠中特异性敲除

TBK1后，会削弱自噬，增加 SOD1聚集，加速

疾病进展，但不改变生存时间。更令人困惑的

是，TBK1上的点突变同样可以加速疾病的发生，

但可以延长生存时间。

遗传异质性、多基因共同效应、每个基因存

在不同的突变点、基因功能的交叉性、神经元与

周围的胶质细胞共同作用等多方面因素，使得

ALS/FTD的深入研究及临床诊治进展缓慢，既缺

乏ALS发病早期确诊的遗传学证据，也缺乏有效

的治疗药物。目前被FDA批准上市的只有2种药

物（利鲁唑和依达拉奉），既不能治愈 ALS/

FTD，也不适用于所有的 ALS/FTD 患者，且药

物对于中位生存时间的增加效果相当有限，其中

一个重大的障碍是缺乏研究ALS的小鼠模型。

1994年Gurney等［83］通过转基因使得小鼠中

高表达含有G93A点突变的人 SOD1蛋白的突变

体，这些小鼠脊髓中运动神经元丧失导致一条或

多条肢体瘫痪，并在 5～6 个月龄时死亡。

SOD1G93A小鼠模型确实重现了ALS的一些指征，

如突变的SOD1蛋白异常聚集［84］，星形胶质细胞

中EAAT2谷氨酸转运体的丧失导致运动神经元产生

兴奋性毒性死亡［85］。米诺环素（minocycline）、头孢

曲松（ceftriaxone）、塞来昔布（celecoxib）、来

那 度 胺 （lenalidomide） 和 其 他 抗 炎 药 物 在

SOD1G93A小鼠中被证明有疗效，但在临床试验中

全部失败［86］。其中一个关键点在于，ALS患者

存在实质性的皮质运动神经元退行性变，但是在

大多数SOD1G93A小鼠模型中并没有明确地看到实

质性的皮质运动神经元退行性变［87］。而且高达

50% 的 ALS 患者会共同发展为 FTD，而在

SOD1G93A小鼠模型中未发现［87］。

除了 SOD1G93A小鼠模型外，TDP-43 小鼠模

型也常被用来研究 ALS。但无论是 SOD1 还是

TDP-43，单一基因缺陷的小鼠模型都无法完全

模拟ALS患者的典型病症。如果采用类精子单倍

体胚胎干细胞技术，先在细胞水平上获得多个致

病基因同时修饰的突变系，除了可以进行神经元

的定向分化以检测其对神经元细胞功能的影响

外，还可以通过半克隆技术注射后获得杂合突变

的小鼠，有望更好地在小鼠上模拟出ALS症状。

除了多基因有关的复杂疾病外，基于类精子

单倍体胚胎干细胞获得的半克隆小鼠也非常适合

应用于染色体数目变化相关疾病的研究。人类胚

胎早期致死、流产或出生后发育缺陷的一个重要

原因是染色体数目的异常，其中三体是染色体数目

变异的一种最普遍的形式［88］。临床上公认的35%

的自然流产和4%的死产是由于染色体三体或单体

造成，约有0.3%的新生儿为非整倍染色体组［89］。

获得非整倍性染色体组小鼠模型，研究其发

育过程是相当复杂的。1983年Gropp等［90］通过

育种获得了多种常染色体三体的小鼠胚胎，其中

许多三体的胚胎都无法存活到器官发生阶段；将

存活时间较长、三体胚胎来源的造血干细胞移植

到辐射损伤的小鼠体内后发现，不同三体胚胎来

源的造血干细胞对造血系统受损小鼠的生存支持

能力差异巨大，其中 19号染色体三体胚胎来源

的造血干细胞对受损小鼠的支持最好，可以支撑

小鼠存活 12个月。2004年Baker等［91］发现纺锤

体组装检查点蛋白BubR1水平较低的小鼠表现为

渐进性非整倍体化，并伴随着寿命短、急腹症、

矮小、跛行、白内障、皮下脂肪丢失和伤口愈合

受损等多种特征。2008年Lavon等［92］从非整倍

体胚胎中获得整倍体人类胚胎干细胞，阐明了整

倍体和非整倍体嵌合体胚胎发育过程中，由于整

倍体具有竞争优势，因此随着发育进行，非整倍

体细胞逐渐消失。2016年Bolton等［93］通过活胚

胎成像和嵌合胚胎的单细胞追踪技术，发现从囊

胚开始，非整倍体细胞逐渐减少；而且通过非整

倍体和整倍体嵌合实验证明，一定比例的整倍体

细胞即可支持胚胎发育。染色体三体小鼠模型

中，较常见的一种是Ts16小鼠。小鼠第 16号染

色体的远端部分和人类第 21号染色体的长臂之

间存在同源性，所以Ts16小鼠常被应用于研究人

类三体综合征。Ts16小鼠胎儿具有许多相似的表

型特征，包括心脏缺陷和鼻肉瘤，只是Ts16小鼠

胎儿会在子宫内死亡，使得Ts16小鼠的研究仅限

于早期发育阶段［94］。后续Davisson等［94］构建了

Ts65Dn 小鼠模型，Ts65Dn 小鼠能存活至 36 个

月，与人类第 21号染色体长臂具有广泛的同源
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性。但Ts65Dn小鼠模型只包含了人类第 21号染

色体长臂的绝大部分，而长臂的少部分以及短臂

都被排除在外。如果通过类精子单倍体胚胎干细

胞技术，在细胞水平上先构建染色体数目差异的

细胞系，再将其注射进卵母细胞中获得胚胎，可

排除常规技术嵌合率低的问题，能更方便地得到

非正常倍性的小鼠模型资源，有助于阐明发生非

整倍性现象背后的原因。

综上，基因修饰小鼠模型的使用让阐明疾病

发生机制和进行新药临床前试验更为直观、简

便。目前使用传统技术手段如原核注射、卵胞质

内注射、基于胚胎干细胞的囊胚注射或四倍体补

偿获得的小鼠模型只是部分模拟了人类疾病的一

些基因突变，尚不能完全概括人类疾病的生理和

病理机制。要想解决这些问题，需要建立一个可

以最大程度上模拟患者复杂体系及相关复杂机制

的人源化或类人化小鼠模型［95］，这需要科学界

的共同合作。例如，可以结合临床上患者的病

理、家系、相关基因突变等信息，利用类精子单

倍体胚胎干细胞获得和患者携带基因突变一致或

相关基因人源化的小鼠模型。这些小鼠的疾病症

状和严重程度可以更好地反映某些基因对疾病的

贡献，以实现生物医学研究的最终目标：更深入

地了解人类疾病的致病机制，进而开发出新的诊

断方法和改进疗法。类精子单倍体胚胎干细胞技

术的出现为构建精确可控、多基因、复杂编辑的

小鼠模型提供了一种全新的有力工具。
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