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2002年7月毕业于中国科学院动物研究所, 获得博士学位; 主要从事克隆牛研究, 
获得国内第一批体细胞克隆牛, 并获国家自然科学二等奖(排名第四)。2002年8
月—2007年7月在美国洛克菲勒大学从事博士后研究; 主要探讨不同供体细胞对核

移植诱导体细胞重编程的影响, 获得嗅觉神经、皮肤干细胞的克隆小鼠(Nature, 
2004; PNAS, 2007), 获第40届美国生殖年会的USDA-CSREES-National Research 
Initiative Merit Awards。2007年8月获中国科学院“百人计划”引进国外杰出人才项

目资助, 回国建立实验室, 继续从事体细胞重编程的研究。发现滋养外胚层缺陷

是克隆动物出生率低的关键原因(Lin et al. Cell Stem Cell, 2011); 与徐国良研究员

合作揭示母源因子TET3蛋白参与了卵母细胞介导的细胞重编程(Gu et al. Nature, 
2011), 建立能替代精子使用的孤雄单倍体胚胎干细胞(Yang et al. Cell, 2012)。研

究成果于2011年和2012年两次入选科技部评选的“中国科学十大进展”。 2012年
获国家杰出青年基金支持。
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在有性生殖中, 单倍体配子(卵子和精子)通过

受精结合成二倍体的受精卵, 开始了一个新生命, 并
且将自身的遗传物质延续给后代。在这样一个生命

周期中, 由减数分裂获得的单倍体配子需要进一步

高度特化, 形成特定的结构和功能以完成受精过程。

就目前的研究技术和手段, 我们仍无法实现卵子和

精子在体外进行长期的扩增和培养, 这大大阻碍了

科学家对单倍体配子的基础研究以及体外的遗传操

作。那么, 能否利用其中的任一种配子获得单倍体

细胞系呢？早在三十多年前, 科学家对此进行了大

胆的尝试[1-4]。虽然他们利用不同的手段获得了孤雌

和孤雄的单倍体胚胎, 并能在胚胎的卵圆柱期观察

到单倍体细胞的存在, 但是这些单倍体胚胎建立的

胚胎干细胞系最终都变成二倍体[3]。因此, 在高等

的哺乳动物个体中, 除了发生减数分裂的生殖细胞

以单倍体形式存在之外, 绝大部分细胞均为二倍体。

即使在人肿瘤细胞和白血病细胞株中偶尔会出现

接近于单倍体的细胞[5-7], 并能在体外长期稳定培养, 

但是这种细胞株来源于癌细胞, 不能广泛运用于基

因研究和治疗。而胚胎干细胞具有体外培养无限增

殖, 并能嵌合到生殖嵴实现遗传物质的传递的特性, 
于是人们把更多注意力集中于单倍体胚胎干细胞系

的建立上。因此如何在单倍体细胞变成二倍体之前

将其维持住将是关键所在。

最近, Anton Wutz和Josef M. Penniger两个实验

室先后报道了小鼠孤雌单倍体胚胎干细胞的成功建

立[8-9]。针对单倍体胚胎干细胞容易二倍体化的问题, 
他们利用流式细胞术(FACS)实现了单倍体细胞的

富集和维持。这些细胞除了具有正常胚胎干细胞的

特性之外, 利用其单倍体性, 还能够运用于遗传的正

反向筛选。相比于二倍体胚胎干细胞, 利用单倍体

胚胎干细胞进行遗传筛选具有其独特的优点, 因为

这将克服对于隐性基因只有在二倍体基因组为纯合

子时才能显现表型这一困难, 由于单倍体只有一份

染色体, 只要其发生了遗传改变, 就能出现相应的表

型。而相对于癌细胞来源的类似单倍体细胞系来说, 
单倍体胚胎干细胞能够通过生殖系嵌合的方式将遗

传修饰传递到下一代, 实现基因的功能研究从细胞

水平向动物模型的提升。
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但是, Anton Wutz和Josef M. Penniger的研究并

未表明其获得的小鼠孤雌单倍体胚胎干细胞能否嵌

合到生殖系。另外, 来自于卵母细胞的孤雌单倍体

胚胎干细胞是否携带雌性的表观遗传特性也不得而

知。同时, 这种孤雌胚胎干细胞能否像青鳉鱼(Oryzias 
latipes)单倍体多能干细胞系一样, 通过将单倍体干细

胞注入卵细胞中获得半克隆后代呢[10] ？考虑到鱼不

存在基因印记的情况, 小鼠的孤雌单倍体胚胎干细

胞注入卵细胞中得到的孤雌囊胚可能会因为印记的

不平衡而导致胚胎无法发育到期[11-14]。即使可以用

单倍体细胞的染色体纺锤丝复合物(chromosome-
spindle-complex, CSC)代替MII卵的纺锤丝复合物, 
然后进行单精注射这种稍繁琐的方法[15], 但是也没

有被成功证实。基于此, 我们设想, 能否在体外建立

孤雄单倍体胚胎干细胞系？并且这种胚胎干细胞能

否维持与精子类似的雄性印记？如果可以, 利用这

种孤雄单倍体干细胞代替精子注入卵母细胞能否得

到正常的个体？再者, 如果能够代替精子得到正常

的个体, 这种孤雄单倍体胚胎干细胞能否在体外进

行基因改造后通过注射到卵细胞而省略常规基于二

倍体胚胎干细胞的打靶技术需获得生殖系嵌入的小

鼠这一步来获到遗传修饰的后代呢？

一系列的设想被提出之后, 本研究组首先采用

2种策略来获得小鼠的孤雄单倍体胚胎: (1)向去核

的卵母细胞中注射成熟精子的头部; (2)将受精后获

得的合子胚胎的雌原核去除。利用上述方案获得的

重构胚胎只含有一套来自父系的遗传物质, 即孤雄

单倍体胚胎。它们能像正常胚胎一样发育到囊胚, 
从这些囊胚中能够分离建立胚胎干细胞系。然后, 
我们通过流式分选的方法检测建立的孤雄胚胎干细

胞系是否存在单倍体细胞。令人惊喜的是, 虽然大

部分孤雄胚胎干细胞系是二倍体的, 但是仍有部分

细胞系存在单倍体细胞。通过流式富集的方法, 最
终我们得到了5株孤雄单倍体胚胎干细胞系(andro-
genetic haploid embryonic stem cells, AG-haESCs)。
这些细胞系能够在体外培养超过30代, 通过定期流

式分选富集的方法可以在体外维持单倍体细胞的存

在。同时, 我们证明这些AG-haESCs具有胚胎干细

胞的基本特性, 不仅能表达小鼠胚胎干细胞特异的

多能性标志基因, 而且能在体内外分化发育成各个

胚层的细胞。

从理论上说, 每个AG-haESC系来源于一个精

子, 那么我们所建立的AG-haESCs是否仍保留着

与精子相似的表观遗传特性？通过芯片表达谱分

析、Real-time PCR以及bisulfite sequencing等手段, 
我们分析了AG-haESCs的印记基因的表达情况, 发
现AG-haESCs很大程度上仍维持着典型的父本印

记。印记基因对于哺乳动物的胚胎发育起着重要的

作用, 在有性繁殖中只有父本和母本的印记都能正

常表达, 胚胎才能发育成正常的个体[13]。既然AG-
haESCs能够保留这种典型的父本印记, 那么这种

AG-haESCs能否当成是一种可长期培养的“人造精

子”通过类似于胞浆内单精子注射(intracytoplasmic 
sperm injection, ICSI)的方法注射到卵细胞中, 在父

本和母本印记都正确表达的情况下, 获得正常的小

鼠呢？为此, 研究组采用了改进的ICSI的方法—

胞浆内孤雄单倍体胚胎干细胞注射(intracytoplasmic 
AG-haESCs injection, ICAHCI), 将AG-haESCs注入

到卵细胞获得重构的胚胎, 这些胚胎能够在体外正

常发育到囊胚, 移到假孕母鼠的子宫内, 也能够发育

成健康的小鼠, 称半克隆小鼠(semicloned mice, SC 
mice)。由此可见, AG-haESCs能够代替精子, 使卵细

胞成功“受精”, 支撑小鼠胚胎的全程发育。有意思

的是, 这些半克隆小鼠均为雌性, 这是因为在构建孤

雄单倍体胚胎时, 携带Y染色体的小鼠胚胎不能正

常发育到囊胚[2,16], 因此不可能获得携带Y染色体的

AG-haESCs。
相对于正常的ICSI技术获得健康小鼠的效率

而言, 孤雄单倍体胚胎干细胞这种“人造精子”进行

ICAHCI获得半克隆小鼠的效率较低。可能存在的

原因有: (1)AG-haESCs在结构和功能特性上与精

子有很大的差别; (2)AG-haESCs与精子之间表观

遗传特性也存在一定的差异。我们发现, 虽然AG-
haESCs维持着典型的父本印记, 但是仍有部分印记

发生了改变, 例如雄性印记基因H19出现启动子区

域低甲基化, 从而导致该基因的过表达。另外, 随着

培养环境的变化与传代次数的增加, AG-haESCs的
雄性印记也会出现不同程度的擦除[17-18]。而印记基

因的表达异常最终会导致胚胎的畸形发育[19]。这些

问题的出现不仅能帮我们理解自然受精之后遗传

物质发生的早期表观修饰事件, 同时也为我们如何

提高AG-haESCs的精子特性以更高效率地获得半克

隆小鼠提供了新的线索。利用ICAHCI获得半克隆

小鼠, 从观念上改变了人们所认为的只有精子才能



钟翠青等: 代替精子使用的孤雄单倍体胚胎干细胞的建立 399

与卵细胞完成“受精”的传统思维, 我们的研究表明

AG-haESCs同样具有“受精”能力。

AG-haESCs的成功建立, 不仅为大规模进行基

因筛选提供了新材料, 而且为获得遗传修饰的动物

模型开辟了新思路。传统的基因打靶都必须经历在

胚胎干细胞中进行基因打靶、将打靶的胚胎干细胞

注入囊胚获到嵌合体小鼠、嵌合小鼠通过生殖系遗

传将打靶基因传递到下一代等步骤。其中, 获得生

殖系遗传的嵌合小鼠是一个限速步骤, 使得整个基

因打靶的周期变得漫长。如果在体外将AG-haESCs
进行基因打靶操作, 然后利用ICAHCI的方法将其注

入到卵细胞得到正常后代的话, 那么这种方法得到

的后代均将带有遗传修饰的基因, 这将大大缩短了

整个基因打靶的周期。因此, 我们和徐国良研究组

将此设想付诸实践, 尝试着利用AG-haESCs进行基

因敲除, 成功得到基因敲除的后代。不久以后, 周琪

和赵晓阳团队也发表了他们利用孤雄单倍体胚胎干

细胞获得转基因小鼠的研究成果[20]。

AG-haESCs在基因打靶过程中缩短实验周期上

具有一定的优势, 而另外一个更加诱人的运用将会

在那些不能进行有效的嵌合体形成和生殖系传递的

动物上得到体现, 例如灵长类大型动物。虽然灵长

类的胚胎干细胞早已建立, 但是最新的研究显示这

些胚胎干细胞不能有效形成嵌合体动物[21]。因此, 
AG-haESCs作为可以替代精子的“人造精子”, 能够

在体外进行培养以及遗传操作, 并通过ICAHCI技术

完成与卵细胞进行结合的使命(图1), 从而获得健康

后代, 同时也实现遗传信息的有效传递, 为遗传修饰

的更高效完成开辟了新的道路。
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