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单倍体胚胎干细胞的获得与应用前景
张　映，周　琪*

(中国科学院动物研究所干细胞与生殖生物学国家重点实验室，北京 100101)

摘　要 ：单倍体细胞在遗传筛选、生物发育与辅助生殖等研究中都具有重要的应用价值。近年来，有实验

室建立了哺乳动物的单倍体胚胎干细胞系，但这些单倍体胚胎干细胞是否真的具有多能性以及转基因的单

倍体胚胎干细胞能否直接从细胞水平传递到动物水平，这些问题并不清楚。以自然科学基金委重大研究计

划为依托，周琪实验室开展了系统的研究，获得了一系列前沿性进展：获得了具有多能性的单倍体胚胎干

细胞；利用单倍体胚胎干细胞获得基因修饰动物；利用单倍体胚胎干细胞替代精、卵结合获得后代；利用

单倍体胚胎干细胞进行同性生殖；利用单倍体胚胎干细胞研究物种间杂交。这一系列自主创新的研究成果

推进了整个领域对单倍体胚胎干细胞的认识，大大拓展了单倍体胚胎干细胞研究的理论价值和应用前景。

现主要对自然科学基金委重大研究计划中周琪实验室的原创性工作进行综述。
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The establishment and prospect of haploid embryonic stem cells
ZHANG Ying, ZHOU Qi*

(State Key Laboratory of Stem Cell and Reproductive Biology, Institute of Zoology, 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract: Haploid embryonic stem cells (haESCs) play pivotal roles in genetic screening, biological development 
and assisted reproductive technology, yet the pluripotency and transgenic animal of haESCs are remained elusive. 
Supported by grants from the National Natural Science Foundation of China, we have carried out systemic research 
centering on haploid embryonic stem cells. We have established haploid embryonic stem cells with pluripotency, 
produced live transgenic mice and bimaternal offspring using haploid embryonic stem cells, and generated mouse-
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rat allodiploid embryonic stem cells. These studies have led to a better understanding and prospect of haploid 
embryonic stem cells. In this article, we summarize our original works funded by the National Natural Science 
Foundation of China. 
Key words: haploid embryonic stem cells; cell fusion; genome editing; allodiploid embryonic stem cells

单倍体细胞只具有一套染色体，大大降低了基

因组的复杂程度，因而在遗传筛选、生物发育与辅

助生殖等研究中都具有重要的应用价值。单倍体细

胞在低等生物，如细菌、真菌中普遍存在，结合这

些物种特有的快速增殖能力，而成为遗传学和基因

组学研究的重要工具，极大地推动了生命科学研究

的进展 [1-2]。因此，建立单倍体干细胞系并探索其

在生命科学与技术研究中的应用具有重要价值。然

而，在高等植物和动物中，单倍体细胞只在配子细

胞中少量的存在，并且在分离培养时倾向于自发加

倍，给单倍体细胞的建立带来了巨大的挑战。

1　单倍体胚胎干细胞的获得

植物单倍体的研究起始于 1972 年，Gupta 和

Carlson[3] 利用化学试剂诱导和优化培养环境的方法

首次建立了烟草单倍体细胞系。在此基础上，单倍

体细胞系在不同种类的高等植物中成功建立，成为

开展优良性状的遗传分析及作物育种的重要工具。

相比植物，动物单倍体细胞系的建立更加困难，之

后十几年，仅在几种低等动物，如美洲豹蛙、蟑螂、

果蝇、青鳉鱼等物种中建立了单倍体细胞系 [4-7]。

直到 1983 年，Kaufman 等 [8] 发现单倍体细胞在早

期胚胎细胞中存在，并尝试从中建立单倍体胚胎干

细胞系。1999 年，Kotecki 等 [9] 从人的血癌细胞中

分离得到了接近单倍体的异倍体细胞系，除了 8 号

染色体外其余染色体都只含有一条。这个细胞系能

在体外长期培养扩增，并能够在快速的遗传筛选中

得到应用，显示了人单倍体细胞系在遗传分析和疾

病研究中的潜在价值 [10]。然而，这些细胞系中都含

有少量二倍体细胞，会出现二倍体细胞过度增殖的

情况，而且长期传代培养时遗传物质不稳定，会出

现部分染色体丢失。这些都大大限制了单倍体细胞

的应用。如何建立哺乳动物的单倍体胚胎干细胞系

这一难题直到 2011 年才由英国科学家 Leeb 与

Wutz[11] 和奥地利科学家 Elling 等 [12] 解决。通过引

入流式细胞分选技术，在建系和传代过程中不断地

进行单倍体细胞分选培养，他们成功地从小鼠孤雌

发育的单倍体胚胎中建立了小鼠孤雌单倍体胚胎干

细胞系，并利用它的单倍性和快速增殖能力，建立

了高通量的纯合型遗传突变细胞库，进行了正向和

反向的遗传分析，开展了有效的功能基因筛选和药

物筛选；但他们的研究存在一定的局限性，如孤雌

单倍体胚胎干细胞是否真的具有多能性，单倍体胚

胎干细胞的转基因研究能否直接从细胞水平传递到

动物水平，这些问题并不清楚。

由于孤雌单倍体胚胎干细胞注射到卵母细胞中

得到的是孤雌胚胎，可能不能够发育得到一个到期

的个体，而具有父源印记的孤雄单倍体胚胎干细胞

则有可能实现这一过程。因此，本实验室首先选择

孤雄单倍体胚胎干细胞，针对这些问题开展了更

加深入的研究。在本计划前期重点项目的支持下，

2012 年，本实验室成功建立了 27 株小鼠孤雄单倍

体胚胎干细胞系 ( 图 1)，这些孤雄单倍体胚胎干细

胞具有典型的小鼠胚胎干细胞的集落，不仅表达

Oct4、Nanog 和 SSEA-1 等多能性标记物，同时，

还具有很强的碱性磷酸酶活性。孤雄单倍体胚胎干

细胞能够在体外形成拟胚体，进而可以分化成神经

细胞。在严重联合免疫缺陷小鼠体内可以分化形成

含三胚层细胞的畸胎瘤，具有生殖系嵌合的能力
[13]。

综上所述，本实验室得到的小鼠孤雄单倍体胚胎干

细胞是一类具有多能性的胚胎干细胞。

随后，本实验室又成功建立了大鼠孤雄单倍体

胚胎干细胞 [14]。这些单倍体干细胞具有无限增殖的

能力，表达干细胞的核心标记物，具有高度生殖系

嵌合能力，其基因组表达谱与二倍体干细胞没有明

显区别，并且能够分化为多种组织和细胞。大鼠单

倍体干细胞可以方便地进行基因筛选，可以用于建

立一个大规模的突变细胞库。另外，还可以结合

CRISPR 技术进行定点修饰，高效获得基因突变的

干细胞系。值得一提的是，即使进行过基因操作，

大鼠单倍体干细胞仍能维持单倍体及多能性的特点。

2　利用单倍体胚胎干细胞获得基因修饰动物 

单倍体胚胎干细胞能否像单倍体配子那样，将

所携带的遗传信息与基因修饰从细胞水平传递到动

物个体水平，从而在基因功能研究与育种中获得广

泛应用。基于此问题，本实验室开始研究孤雄单倍

体胚胎干细胞获得转基因动物的可行性。我们前期
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已经发现孤雄单倍体胚胎干细胞保留了精子携带的

部分基因印记，注射到卵胞质内后，能够替代精子

形成二倍体胚胎，进而发育为健康并具有繁殖能力

的正常小鼠。利用这一方式对孤雄单倍体胚胎干细

胞进行基因修饰，并通过卵胞质注射将遗传修饰由

细胞水平传递到动物水平，本实验室成功获得了世

界上首个由携带基因修饰的单倍体胚胎干细胞“受

精”发育而成的健康转基因小鼠，从而提供了一种

快速建立携带可遗传基因修饰的转基因动物的新途

径 [13]。中国科学院上海生命科学研究院生物化学与

细胞生物学研究所的李劲松和徐国良的团队也独立

完成了相似的工作，他们在单倍体胚胎干细胞里实

现了应用更广泛的基因打靶技术，但是利用单倍体

胚胎干细胞注射获得的打靶动物在围产期死亡 [15]。

值得注意的是，这些半克隆小鼠都是雌性，即只有

带有 X 染色体的孤雄单倍体干细胞才能得到半克隆

小鼠。孤雄单倍体胚胎是以卵细胞作为载体，因此，

本实验室开始探索小鼠孤雌单倍体胚胎干细胞是否

可携带母源基因来支持正常的胚胎发育，从而得到

半克隆后代。2013 年，本实验室将卵细胞孤雌激活

后得到孤雌胚胎干细胞，流式分选得到 G0/G1 期孤

雌单倍体胚胎干细胞，然后将其注射入孤雄单倍体

胚胎，验证了孤雌单倍体胚胎干细胞具有母源印记，

通过注入孤雄胚胎内能够支持胚胎发育到期，生成

可育健康小鼠 [16]。

3　利用单倍体胚胎干细胞替代精、卵结合获

得后代 

哺乳动物的发育起始于精子与卵子的受精 [17-18]。

受精后精卵细胞核融合，但其基因组在 8- 细胞之

前在空间上及功能上都是相互独立的，这种卵裂早

期独特的核结构被称为“Rabl 结构”[19-20]。4- 细胞

期的孤雌及孤雄单倍体胚胎融合形成的二倍体胚胎

可正常发育获得可育动物，说明至少到 8- 细胞之

前的胚胎发育都不需要雌雄基因组间的互作 [21]。但

8- 细胞期之后的胚胎发育需不需要雌雄基因组间的

互作是值得研究的科学问题之一。基于单倍体胚胎

干细胞技术，本实验室获得了小鼠孤雌单倍体胚胎

干细胞系及孤雄单倍体胚胎干细胞系，再利用细胞

融合技术获得了融合的二倍体胚胎干细胞系 (fused 
ESCs, fESCs)( 图 2)，fESCs 的雌雄基因组独立经历

了着床前胚胎发育。经过一系列的检测，本实验室

发现 fESCs 具有完整的胚胎干细胞特性，并且通过

四倍体补偿实验证明其可以发育为正常可育动物 [22]。

该实验证明至少着床前胚胎发育阶段不需要雌雄基

因组间的互作。

4　利用单倍体胚胎干细胞进行同性生殖 

由于在哺乳动物中进化出了基因组印记调控，

哺乳动物无法实现同性生殖 [23-25]。2004 年，Kono
等 [26] 利用 H19 和 H19DMR 完全敲除的 non-growth
卵 (ng 卵 )，得到了孤雌来源的成年动物。随后，

他们又证实，进一步敲除 12 号染色体上的 IGDMR，
能够将孤雌小鼠的发育效率提高到 30% [27]。利用单

倍体胚胎干细胞技术，使小鼠的同性生殖成为了现

实。本实验室利用新型的基因编辑技术 CRISPR-
Cas9 系统改变了孤雌单倍体干细胞中 H19DMR 和

IGDMR 两个非常重要的印记基因区域，将原本的

把精子注射到去除了细胞核的卵母细胞中，再把这样的细胞体外培养到囊胚期，由此能获得孤雄单倍体胚胎干细胞(上)。孤

雌激活卵母细胞，再将细胞体外培养到囊胚期，由此能获得孤雌单倍体胚胎干细胞(下)。
图1  单倍体胚胎干细胞的获得
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雌性印记逆转为了雄性印记，然后，将这种逆转后

的孤雌单倍体干细胞替代精子，注射进卵母细胞，

获得了遗传物质来自于两个雌性亲本的后代小鼠 [28]。

这一技术将加速人们对于基因组印记机制的研究，

也会给生殖方式带来新的认知。本工作提出了研究

印记基因的新的手段，并且对重要的印记基因和印

记区域进行了新的探索和发现；另一方面，实现了

从成熟的卵细胞获得孤雌动物的操作流程，对哺乳

动物的生殖发育研究运用有着广泛的启示。

5　利用单倍体胚胎干细胞研究物种间杂交

物种间杂交个体因其具有独特的杂合遗传背景

和性状，而为研究物种形成、基因调控进化 [29-30] 和

X 染色体失活的机制 [31-32] 提供了重要模型。然而，

由于物种间存在生殖隔离 —— 即不同物种间的个

体即使交配也不能产生后代或者产生的后代不可

育，种间杂交只在近亲物种间发生。以往人工创造

出的哺乳动物远亲物种间的杂合细胞，由于都是体

细胞融合产生，因而都是四倍体并且基因组不稳定，

往往出现大量的染色体丢失，而且几乎没有分化能力。

本实验室通过细胞融合技术将小鼠孤雄 ( 雌 )
和大鼠孤雌 ( 雄 ) 单倍体胚胎干细胞融合，从而绕

开了小鼠和大鼠的精卵融合后无法发育的生殖隔离

障碍，获得了异种杂合二倍体胚胎干细胞 [33]( 图 3)。
这类杂交细胞具有胚胎干细胞的三胚层分化能力，

甚至能分化形成早期的生殖细胞，并在培养和分化

过程中保持异种二倍体基因组的稳定性。基因表达

分析发现，异种杂合二倍体细胞展现出“高亲”、“低

亲”等独特的基因表达模式及独特的生物学性状，

对两者结合进行分析能有效挖掘出物种间性状差异

的分子调控机制。同时，杂合细胞的 X 染色体失活

也不采用哺乳动物常见的“随机失活”模式，而是

采用小鼠 X 染色体特异失活模式。利用该特性，我

们系统地鉴定了小鼠 X 染色体失活逃逸基因。这是

首例人工创建的，以稳定二倍体形式存在的异种杂

合胚胎干细胞，为进化生物学、发育生物学和遗传

通过细胞融合技术将小鼠孤雌单倍体胚胎干细胞(parthenogenetic haploid embryonic stem cells, phESCs)及孤雄单倍体胚胎干细

胞(androgenetic haploid embryonic stem cells, ahESCs)融合，获得了融合的二倍体胚胎干细胞系。

图2  利用单倍体胚胎干细胞替代精、卵结合获得后代

通过细胞融合技术将小鼠孤雄(雌)和大鼠孤雌(雄)单倍体胚胎干细胞融合，获得了异种杂合二倍体胚胎干细胞。

图3  利用单倍体胚胎干细胞研究物种间杂交
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学等研究提供了新的模型和工具，从而完成更多的

生物学新发现。 

6　结语 

以自然科学基金委重大研究计划为依托，本实

验室以单倍体胚胎干细胞为重点开展系统研究，获

得了一系列前沿性进展：获得了单倍体胚胎干细胞；

利用单倍体胚胎干细胞获得基因修饰动物；利用单

倍体胚胎干细胞替代精、卵结合获得后代；利用单

倍体胚胎干细胞进行同性生殖；利用单倍体胚胎干

细胞研究物种间杂交。这一系列自主创新的研究成

果推进了整个领域对单倍体胚胎干细胞的认识，大

大拓展了单倍体胚胎干细胞研究的理论价值和应用

前景。单倍体胚胎干细胞的研究既蕴含着表观遗传

调控、染色体倍性维持等重要基础研究问题，也在

遗传分析、功能基因筛选和转基因动物制备等方面

有着重要应用前景，是未来几年干细胞研究中的重

要热点之一。
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