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编者按 ：小鼠单倍体胚胎干细胞系的建立为遗传学的正反向筛选提供

了一种简便而又有效的工具。除此之外，孤雄单倍体胚胎干细胞能替

代精子使卵母细胞“受精”这一特性，更是实现了从细胞水平向动物

水平的完美转变。无论是从制备多基因遗传操作动物模型的角度，还

是在小鼠个体水平遗传筛选的层面，孤雄单倍体胚胎干细胞的出现都

将为基因功能学研究带来新的生命力。然而，孤雄单倍体的“受精”

能力极其有限，其产生健康半克隆小鼠的效率仅约 2%，这也成为孤雄

单倍体在个体水平广泛应用所面临并且亟需突破的一大瓶颈。通过正

反面的实验验证，中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生

物学研究所李劲松课题组发现，雄性印记区域 H19-DMR 和 IG-DMR
的异常去甲基化是半克隆小鼠发育异常的“祸根”。通过敲除这两个

DMR，成功将半克隆小鼠的出生效率提高至 20%，为利用孤雄单倍体

获得多基因遗传操作动物模型提供了最根本有力的保障。最后，结合

CRISPR-Cas9 技术，他们创建了孤雄单倍体的 sgRNA 文库，并成功将

此“细胞文库”转化成携带基因突变的“小鼠文库”，由此创建了“个

体水平”遗传筛选的新方法、新思路。

近几年，小鼠单倍体胚胎干细胞的相关研究进

行得如火如荼。2011 年，Anton Wutz 和 Josef M. 
Penniger 两个研究团队相继建立了小鼠的孤雌单倍

体胚胎干细胞，并成功将这种单倍体细胞运用于遗

传学的正向和反向筛选
[1-3]。随后，李劲松研究员

和周琪研究员带领的研究团队先后在体外获得了小

鼠的孤雄单倍体胚胎干细胞 [4-5]。研究表明，这种

孤雄单倍体可以通过卵母细胞注射的方法 ( 称为

ICAHCI 技术 ) 代替精子使卵母细胞发生“受精”，

进而产生后代——半克隆小鼠 (SC 小鼠 )。因此，

这种孤雄单倍体胚胎干细胞也被称作“人造精子”，

这一技术也称为半克隆技术。众所周知，传统的基

因打靶是在胚胎干细胞水平进行遗传操作，而后通

过囊胚注射的方法实现生殖系的传递进而获得遗传

修饰的动物模型。而体外建立的孤雄单倍体同样具

有胚胎干细胞所具有的特性。因此，这种单倍体胚

胎干细胞也可以在体外进行任意的遗传修饰，进而

通过卵母细胞注射的方法进一步得到遗传修饰的小

鼠模型。利用此方法可以减少后代反复交配所耗费

的时间和产生的工作量。然而，研究发现 ICAHCI
产生半克隆小鼠的效率极低，并且进行遗传操作之

后孤雄单倍体的“受精”能力会进一步下降，这让

孤雄单倍体在制备遗传操作小鼠上的运用遇到了一

个无法逾越的障碍
[4-6]。

与此同时，CRISPR-Cas9 技术的出现为实现基

因编辑的高效性和简便性带来了光明，也大大推进

了基因功能学研究的进程 [7-9]。利用 CRISPR-Cas9
技术可以轻而易举地实现细胞水平上基因编辑的同

时，也可以通过受精卵胞浆注射的方法快速获得遗

传修饰的动物个体 [10]。然而，利用 CRISPR-Cas9
制备动物模型也存在一些问题，例如遗传操作的动

物模型在 F0 代存在基因型的不确定性，存在很高
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比例的基因型嵌合；此外，一次性制备多基因编辑

的动物模型也较为困难和繁琐等。然而，利用孤雄

单倍体干细胞的渠道，可以在胚胎干细胞水平对基

因组进行任意的编辑，例如基因的敲除和敲入，然

后通过 ICAHCI 技术将细胞水平上相应的基因修饰

进一步转化成动物模型，尤其是在获得多基因敲入

小鼠上的优势显现得更加突出。因为无论是利用传

统的基因打靶还是 CRISPR-Cas9 的方法，都会在生

殖系传递交配过程发生基因型分离。倘若能突破半

克隆小鼠出生效率低的瓶颈，这将会大大简化和缩

短获得无嵌合及多基因遗传修饰动物模型所需的操

作流程和时间。

近期，CRISPR-Cas9 文库的产生及其细胞水平

的大规模筛选将 CRISPR-Cas9 技术推向一个更高的

层次
[11-13]。研究者将 CRISPR-sgRNA 文库通过病毒

的方式导入到细胞中，利用 sgRNA/Cas9 复合物对

基因组的切割能力，在全基因组水平中实现基因的

功能缺失，进而对细胞的生物学过程进行大规模的

遗传学筛选。然而，假若生物学过程的研究能够从

“平面”的细胞上升到“立体”的个体水平，即在

个体的层面上进行生理过程的揭示和阐述，对还原

生命的发生过程及其本质更具有指导意义。目前，

CRISPR-Cas9 文库实现的种种筛选大部分仍只能停

留在细胞水平的层面上，很难模拟生物个体中生物

学过程发生的复杂性以及真实性。而 2015 年 3 月

Phillip Sharp 与张峰研究团队在 Cell 杂志上首次运

用 CRISPR-Cas9 文库，以小鼠的肺癌为模型，进行

动物组织水平的大规模遗传筛选，为 CRISPR-Cas9
在动物体内的遗传学筛选开启了新的大门 [14]。研究

者利用 Cas9 表达的小鼠为载体，其肺癌的发生和

转移为研究目标，CRISPR-sgRNA 文库为手段，研

究小鼠肺癌发生与转移的“制造者”。通过将突变

的细胞文库移植到小鼠中，研究者时刻追踪小鼠的

肿瘤形成以及转移情况，然后对形成的肿瘤所携带

的 sgRNA 进行测序。最终，研究者获得了一些导

致肺癌发生和转移的已知基因，同时挖掘出一些可

能诱发肺癌发生和转移的未知基因。这些未知基因

也通过小文库的方式得到了进一步的验证。很显然，

这种动物组织水平的遗传筛选比细胞层面的筛选更

有优势。首先，小鼠的肺癌发生和转移无法在体外

进行模拟；其次，对于癌症的发生来说，生物个体

的微环境极其重要。倘若能够运用 CRISPR-Cas9 文

库实现一个小鼠个体的全文库或者小文库遗传学筛

选，这将对生命科学的研究产生重要而又深远的影

响。目前，利用 CRISPR-Cas9 文库进行个体水平的

遗传学筛选依旧是一个空白。因为仅采用目前的受

精卵胞浆注射 sgRNA 文库的方法获得小鼠个体文

库是非常耗时费力的。那么，如果能寻找到一个“中

间体”，既能够携带 sgRNA 文库，又能将所携带的

文库进一步转化成小鼠文库，那么就真正能实现哺

乳动物个体水平的遗传筛选，从而填补生命科学研

究手段的一个空白。很显然，本实验室所建立的小

鼠孤雄单倍体胚胎干细胞系将是一个极其有效的

“媒介”。首先，这种细胞是胚胎干细胞，具有胚胎

干细胞无限增殖和胚层分化的特性，因此可以在细

胞水平进行 CRISPR-Cas9 文库的导入和筛选。除此

之外，这种细胞系是“单倍体”，可以像精子一样

让卵母细胞发生“受精”，如此，就能有效地将细

胞水平的遗传操作传递给动物个体。

然而，无论是利用孤雄单倍体胚胎干细胞获得

遗传操作模型，还是实现小鼠个体文库的遗传筛选，

都应该以半克隆技术能高效产生小鼠为前提。因此，

寻找到导致半克隆小鼠出生效率低以及建立提高小

鼠出生率的对策迫在眉睫。

之前的研究结果已经提示了半克隆小鼠发育异

常的原因：即 H19-DMR 区域的甲基化无论在细胞

还是异常的半克隆小鼠中均出现异常的擦除
[4]。而

小鼠的孤雄单倍体胚胎干细胞所有的遗传物质来源

于精子，并且部分保留了精子所具有的表观遗传特

性，包括基因印记。H19-DMR 和 IG-DMR 是雄性

印记中两个极其重要的印记区域 [15-16]，其在父本中

表现为 DNA 的甲基化状态，在母本中则相反。这

两个甲基化差异区域 (DMR) 的甲基化异常能够阻

碍小鼠的正常胚胎发育，之前的研究也进一步表明

H19-DMR 和 IG-DMR 的敲除可以有效提高孤雌小

鼠的出生率 [17-18]。实验结果显示，伴随着孤雄单倍

体胚胎干细胞的建立和体外传代培养，H19-DMR
的甲基化出现异常的擦除，并且在发育到期的 SC
小鼠中，正常的 SC 小鼠 H19-DMR 的甲基化表现

出正常的甲基化水平，而生长阻滞型的 SC 小鼠则

无一例外地发生了异常的 DNA 去甲基化。H19-
DMR 的去甲基化能够直接影响 H19-Igf2 印记簇

H19 和 Igf2 的正常表达，进而影响半克隆胚胎的正

常发育。倘若将 H19-DMR 敲除，理论上可以部分

模拟 H19-DMR 发生甲基化的状态。因此，本课题

组从 H19-DMR 敲除的小鼠 [19] 的精子中建立了 3 株

H19-DMR KO (H19 △ DMR) 的孤雄单倍体胚胎干细

胞，并且通过 ICAHCI 技术产生半克隆小鼠。结果
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表明 ：H19-DMR KO 的 AG-haESCs 能够提高正常

SC 小鼠的出生效率，出生率在 4%~12% 之间浮动。

实验还发现，3 株 H19-DMR KO 的 AG-haESCs 产
生 SC 小鼠的效率大相径庭。2 株 H19-DMR KO 的
AG-haESCs 产生 SC 小鼠的效率只有 4% 左右，并

且产生的 SC 小鼠中 1/2 为生长发育阻滞的小鼠，

即出生时或出生后 1 h 内死亡。而另外一株 H19-
DMR KO 的 AG-haESCs 获得 SC 小鼠的效率高达

12%，并且其早期代数产生的 SC 小鼠基本都是健

康的，但随着细胞传代次数增加，逐渐出现生长阻

滞型的 SC 小鼠。针对另一个重要的雄性印记 IG-
DMR 进行甲基化分析，结果发现 H19-DMR KO 的
AG-haESCs 其 SC 小鼠出生效率与 IG-DMR 的甲基

化程度呈正相关。H19-DMR KO 的 AG-haESCs 其
IG-DMR 甲基化维持的越好对其产生 SC 小鼠越有

利，而细胞的不断传代和培养所导致的 IG-DMR 甲

基化逐渐丢失，会直接影响 SC 小鼠的正常发育。

与此同时，本课题组对这些发育异常的 SC 小鼠进

行 IG-DMR 的甲基化分析，以及对 SC 小鼠不同器

官组织中 IG-DMR 在 Dlk1-Dio3 印记簇的相关印记

基因进行表达水平分析，结果发现：异常小鼠的

IG-DMR 甲基化出现严重擦除，伴随着相应印记基

因的表达水平发生异常的上下调。这些结果表明：

在 H19-DMR 敲除的情况下，IG-DMR 的异常凸显

出来，进而阻碍半克隆胚胎的正常发育。因此，本

课题组采用 CRISPR-Cas9 的方法在 IG-DMR 的上

下游分别设计一个 sgRNA 以实现 IG-DMR 的敲除。

在获得这种H19△DMR–IG△DMR–AGH (DKO-AG-haESCs)
双敲的孤雄单倍体胚胎干细胞之后，进行 ICAHCI
实验以监测 SC 小鼠的出生情况。研究发现：SC 小

鼠的出生效率提升至高达 20% 左右，与球形精子

进行卵细胞注射获得后代的效率 (26%) 较接近。为

了进一步验证实验结果，本课题组利用 IG-DMR 
KO 的小鼠精子 [20] 建立 IG-DMR KO (IG △ DMR) 的孤

雄单倍体胚胎干细胞系，然而其 SC 的出生效率只

有 1%~2%。在此基础上，采用相同的策略敲除

H19-DMR，并在获得 IG△ DMR–H19△ DMR–AGH (DKO-
AG-haESCs) 的孤雄单倍体胚胎干细胞后进行

ICAHCI，其产生 SC 的效率也是 20% 左右。之前

的研究表明：后期代数并且进行基因打靶的孤雄单

倍体很容易丧失产生 SC 小鼠的能力。因此通过

CRISPR-Cas9 方法，对已经无法产生 SC 小鼠的

AG-haESCs 进行 H19-DMR 和 IG-DMR 的敲除，发

现其产生半克隆小鼠的能力获得恢复，效率在 18%

左右。由此可见，H19-DMR 和 IG-DMR 的异常甲

基化是孤雄单倍体胚胎干细胞高效产生半克隆小鼠

的两大障碍 [20]。同样，H19-DMR 和 IG-DMR 对于

胚胎发育的重要性在本课题组后续的关于卵子来源

孤雌单倍体胚胎干细胞高效产生半克隆小鼠的工作

中得到进一步的证实 [22]。

既然双敲的孤雄单倍体 (DKO-AG-haESCs) 具
有高效产生 SC 小鼠的能力，那么之前关于孤雄单

倍体应用的所有设想都能得以实现。为了验证这些

设想，本课题组首先在 DKO-AG-haESCs 水平上进

行多基因遗传操作。结合 CRISPR-Cas9 手段，分别

敲除 DKO-AG-haESCs 的 Tet 家族 (Tet1、2、3) 和
p53 家族 (p53、p63、p73)，然后通过 ICAHCI 一步

获得 Tet 家族 (Tet1、2、3) 和 p53 家族 (p53、p63、
p73) 三基因杂合敲除的 SC 小鼠。除此之外，还尝

试在 DKO-AG-haESCs 上实现精确基因编辑，在

Tet 家族的成员 Tet1、2、3 末尾分别敲入不同的荧

光报告蛋白，并获得多基因敲入的 SC 小鼠。而且

研究发现，这些不同的基因编辑对 DKO-AG-
haESCs 获得 SC 小鼠的效率并无影响。

最后，为了实现 CRISPR-Cas9 所介导的动物

个体水平遗传学筛选，本课题组将 CRISPR sgRNA
文库通过慢病毒的方式导入到单倍体，并尽量保证

每个细胞携带一个针对不同基因的 sgRNA，由此得

到CRISPR sgRNA的细胞文库。为了实现基因突变，

通过细胞瞬转 Cas9 表达质粒的方法实现了 Cas9 在

细胞的表达与基因突变，然后通过 ICAHCI 的方法

一步获得携带不同突变的杂合子小鼠文库。由于在

遗传筛选过程中，很多基因为隐性基因，因此本课

题组希望获得双等位基因突变的小鼠文库。为此，

采用将已经瞬转 Cas9 并发生突变的 sgRNA 单倍体

文库进行 ICAHCI 获得半克隆胚胎，并且通过在半

克隆胚胎中注入 Cas9 mRNA 使卵母细胞的基因组

(sgRNA 来自于注入的单倍体细胞 ) 也发生突变，

进而一步得到双等位基因突变的 SC 小鼠文库。但

是，这种方法在操作上较为复杂。为了简化显微操

作步骤，首先建立 Cas9 稳定表达的单倍体细胞株，

并在此基础上感染 CRISPR sgRNA 的病毒文库，获

得 Cas9 和 sgRNA 均稳定表达的 DKO-AG-haESCs。
由于注入卵母细胞的单倍体中携带 Cas9 和 sgRNA，

其能够进一步突变卵母细胞的基因组，因此这种方

法能够一步得到双等位基因的 SC 小鼠文库。

相比于目前已有获得遗传修饰小鼠模型的手

段，双敲的孤雄单倍体胚胎干细胞具有以下优势。
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其一，遗传修饰的单倍体细胞可以进行预筛选和分

析，以保证获得的 SC 小鼠是特定的目的遗传修饰，

并且避免了 CRISPR-Cas9 受精卵胞浆注射所遇到的

嵌合问题；其二，双敲的孤雄单倍体获得 SC 小鼠

的效率和存活率很高，可以保证获得足够多的后代

以满足表型的分析；其三，携带 CRISPR sgRNA 文

库和 Cas9 表达的双敲单倍体细胞可以运用于个体

水平的遗传学筛选。不同的 SC 小鼠可以通过同一

对引物 PCR 测序的方法鉴定出其携带的 sgRNA，

进一步通过分析该 sgRNA 针对的基因序列确定该

小鼠是否发生基因突变。这类似于每个 SC 小鼠带

有自己的“条形码”，只要知道这只小鼠携带的

sgRNA，就能分析出该小鼠携带何种基因突变。当

然，目前利用单倍体干细胞与 CRISPR-Cas9 文库实

现个体水平的遗传筛选也遇到了如下问题。(1) 获
得的 SC 小鼠中双等位基因突变的效率还有待进一

步的提高。(2) 获得全基因的 SC 小鼠文库相当耗时

费力，并且需要非常大的小鼠平台支持，对于单个

实验室来说是不可行的。因此，建议采用小文库的

方案会比较可行。(3) 后续的 SC 小鼠表现分析也较

为复杂。除此之外，很多实验室需要一定的时间去

掌握单倍体胚胎干细胞的培养和 ICAHCI 技术。总

之，利用双敲孤雄单倍体胚胎干细胞产生多基因敲

除或敲入的动物模型将会是一个很好的手段 ( 图 1)。
尤其是，结合 CRISPR sgRNA 文库，双敲的单倍体

可以作为一种强有力的“媒介”进行大规模筛选 ( 包
括研究发育、疾病发生等生物学过程 )。

当然，最后，本课题组希望能够进一步揭示雄

性印记区域 H19-DMR 和 IG-DMR 促进胚胎正常发

育并高效产生 SC 小鼠的潜在机制，进而对印记基

因存在的意义及其如何调控胚胎的发育有更加深刻

的理解。

图1　双敲的孤雄单倍体胚胎干细胞有效运用于建立多基因遗传操作小鼠模型以及产生CRISPR-sgRNA小鼠文库
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