
第29卷 第10期
2017年10月

Vol. 29, No. 10
Oct., 2017

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

文章编号：1004-0374(2017)10-0983-09

DOI: 10.13376/j.cbls/2017131

收稿日期：2017-08-07
基金项目：国家自然科学基金委重大研究计划项目(91319310)
*通信作者：E-mail: jsli@sibcb.ac.cn；Tel: 021-54921422

卵子介导细胞重编程的基础与应用研究
李　庆1，徐求文2，李劲松1*

(1 中国科学院上海生物化学与细胞生物学研究所，细胞生物学国家重点实验室，上海市分子男科学重点

实验室，中科院分子细胞科学卓越创新中心，上海 200031；2 杭州百瑞特饲料科技有限公司，杭州 322261)

摘　要 ：细胞重编程一般是指将分化细胞转变成全能性胚胎或多能性细胞的过程，是研究发育和分化的重

要手段，为再生医学、疾病个体化治疗及药物筛选等提供了巨大的应用前景。诱导细胞重编程的方法有多种，

如细胞培养、卵子介导的核移植 (nuclear transfer)、细胞融合、山中伸弥因子介导的诱导多能干细胞 (iPSC)
技术等。以国家自然科学基金重大研究计划为依托，李劲松课题组围绕着卵子介导的细胞重编程领域开展

了系统的研究，取得了一系列突破性的进展：完善了卵子介导的核移植体系；建立精子和卵子来源的“类

精子”的单倍体胚胎干细胞系和半克隆技术；建立人和猴子的孤雌单倍体胚胎干细胞系；卵子介导的重编

程与 iPSC 技术比较揭示影响重编程的重要因子；建立卵子介导遗传疾病治疗的策略。现主要对卵子介导细

胞重编程的基础与应用研究的原创性实验成果进行综述，并展望未来关注的重点研究方向。
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Abstract: Cell reprogramming, which generally refers to the conversion of differentiated cells into totipotent 
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展系统研究，建立了小鼠孤雄单倍体胚胎干细胞 ( 即“人造

精子”)，证明其能代替精子使卵母细胞受精产生健康小鼠 ( 即
“半克隆技术”)，并利用“人造精子”携带 CRIPSR-Cas9 文

库实现了小鼠个体水平的遗传筛选；证明 CRISPR-Cas9 技术
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embryos or pluripotent cells, offers exciting promises in basic and applied research. Adult cells can be successfully 
reprogrammed into pluripotent stem cells through various ways, including culture-induced reprogramming, oocytes-
mediated nuclear transfer (NT), cellular fusion and induced pluripotent stem cell (iPSC) by expression of Yamanaka 
factors. Supported by grants from the Major Research Program of the National Natural Science Foundation of 
China, we have carried out a systemic research focusing on oocyte-mediated reprogramming and obtained the 
following achievements, including optimization of the oocyte-mediated nuclear transfer, establishment of haploid 
embryonic stem cell (haESCs) lines that can be used as the sperm replacement for producing health semicloned 
mice (so-called semicloned technology), establishment of monkey and human parthenogenetic haESCs (PG-
haESCs) that allow large-scale genetic screening, revealing that the important reprogramming factor involved in 
oocyte-mediated reprogramming can be used for generation of iPS cells with high developmental potential, and 
establishment of the oocyte-mediated gene therapeutic strategies. In this review, we summarize our original works 
about basic and applied studies of oocyte-mediated reprogramming, and discuss our future research interests.
Key words: oocyte; cell reprogramming; nuclear transfer; haploid embryonic stem cells; semicloned technology

在有性生殖中，精子和卵子结合，从两个高度

特化的单倍体配子细胞形成了全能性的二倍体受精

卵，是一种自然的细胞重编程过程。受精卵通过增

殖、分化，产生各种不同功能的二倍体体细胞。正

常情况下不同种类的细胞群体有其独特的稳态和表

观遗传修饰，自然条件下不会轻易向其他细胞群体

转化，故沿着既定轨道逆行或者跳转到其他轨道都

是重编程 [1]。细胞重编程的方法有多种，包括细胞

培养 (cell explantation)[2-4]、核移植 (nuclear transfer)[5-6]、

细胞融合 (cell fusion)[7] 和 iPSC (induced pluripotent 
stem cell)[8-9] 等技术。目前最常用和有效的细胞重

编程方法有核移植和 iPSC 技术。2006 年，山中伸

弥课题组利用逆转录病毒将 Oct4、Sox2、c-Myc 和

Klf4 四个转录因子导入小鼠成纤维细胞中，诱导形

成多能干细胞，从此揭开 iPSC 技术的序幕 [8]。经

过 10 多年的发展，iPSC 的诱导方式逐渐多样化，

可以通过 miRNA[10]、重组蛋白 [11-12]、化学小分子 [13]

等方式实现，但是由于 iPSC 技术诱导的多能干细

胞存在基因组不稳定 [14]、单核苷酸突变 [15-16]、拷贝

数变异 [17-18](copy number variation, CNV)、异常的

表观遗传学修饰 [19] 等缺点，对于 iPSC 在再生医学

以及疾病个体化治疗等方面的应用，依然存在较大

的优化空间。核移植，又称动物克隆技术，是一项

既古老又充满新活力的重编程方法。1997 年，

“Dolly”羊的问世开启了细胞重编程研究新时代 [20]，

特别是基于人核移植胚胎干细胞的治疗性克隆概念

的提出 [6]，为再生医学提供了全新的思路。本课题

组长期围绕卵子介导细胞重编程开展研究，在以下

几方面取得了一些研究成果。

1　卵子介导的核移植

核移植是指利用显微操作技术将供体细胞的核

移入去核的卵子中的过程。重构卵子经过体外孤雌

激活后形成克隆胚胎，可进一步移入体内发育成克

隆个体或者体外培养形成胚胎干细胞系。1952 年，

Briggs 和 King[21] 首次成功地将囊胚细胞的细胞核

转移至蛙卵中，克隆出北方豹纹蛙 (Pipiens Rana)，
从此拉开了核移植的序幕。1962 年，Gurdon[22] 将

爪蟾 (Xenopus) 内胚层细胞的核通过核移植注入卵

中，从而获得了多个可育的成体蛙，说明已经分化

的细胞的细胞核也可以使得去核蛙卵发育为成蛙，

从而证明细胞的分化是可以被逆转的。1997 年，克

隆羊“Dolly”问世证明了哺乳动物的细胞核也能通

过核移植获得个体 [20]，开启了细胞重编程研究的新

时代。2001 年，Wakayama 等 [5] 首次通过核移植方

式将小鼠的体细胞重编程成胚胎干细胞系 (nuclear 
transfer ESCs, ntESCs)，具有 3 个胚层分化和生殖

嵴嵌合的能力。然而，由于伦理和技术的限制，人

的 ntESCs 始终未能成功建立 [23-24]。2013 年，Tachibana
等 [6] 通过灵长类动物模型优化了体细胞核移植

(somatic cell nuclear transfer, SCNT) 的流程，首次建

立了人的 ntESCs，从而为获得患者的 ntESCs 以及利

用核移植胚胎干细胞进行个体化治疗提供了可能。

上述实验结果证明，卵子中存在大量的重编程

因子，可将已分化的体细胞重编程成未分化的状态。

核移植技术是研究细胞重编程和胚胎发育的重要方

法，但该技术程序复杂，需要去除卵子的遗传物质，

然后注入二倍体细胞核形成克隆胚胎 (100% 遗传物

质来源于供体细胞 )。为了进一步简化核移植程序，
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2010 年本实验室报道了一种简单高效的重编程策

略 [25]( 图 1A)，直接将小鼠体细胞注入未去核的卵

子中，可以高效地获得四倍体 (tetraploid, 4N) 或者

三倍体 (triploid, 3N) 的胚胎干细胞系，有 30% 的重

构卵能够形成胚胎干细胞系，这远远高于传统的利

用去核卵子 10% 的建系效率，从而为研究重编程

过程中的分子机制提供了更加简单直接的方法。

2011 年，本实验室通过向孤雌激活的单倍体胚胎

的 2-cell 时期两个卵裂球分别注入球形精子 (round 
spermatid)( 图 1B)，获得了正常的胚胎干细胞系，

并通过四倍体补偿技术 [26] 产生了正常的小鼠，证

明 2-cell 阶段胚胎的两个卵裂球均具有重编程的

能力 [27]。

供体细胞对于核移植的效率至关重要，通常认

为多能干细胞作为核移植的供体效率远高于体细胞

作为供体 [28]。供体细胞影响核移植效率的原因复杂，

包括遗传背景、分化状态、谱系来源、是否体外培

养等。本实验室曾报道，小鼠白色脂肪组织来源的

细胞 (white adipose tissue-derived cells, ADCs) 中，新

鲜分离的阴性谱系细胞 (lineage-negative cells, Lin−)

可以作为核移植的供体细胞，而阳性谱系的细胞

(lineage-positive cells, Lin+) 和体外培养的 ADCs 作
为供体细胞均无法产生克隆后代，为利用核移植技

术进行重编程分子机制的研究，提供了容易获取的

材料 [29]。

体细胞作为核移植供体效率低的原因可能与细

胞周期、端粒长度、X- 染色体失活状态、DNA 甲

基化等有关 [30-31]。近期有工作报道体细胞核移植过

程中加入组蛋白去甲基化酶 KDM4a[32]、KDM4b 和

KDM5b[33] 可显著提高核移植的效率，体细胞中

H3K4Me3 表观遗传修饰的记忆可能是影响体细胞

重编程的重要障碍 [34]。Wakayama 实验室提出体细

胞重编程的效率低下主要是由于“滋养外胚层缺

陷”[35]，可以通过两步法进一步提高体细胞核移植

的效率，即先将克隆的重构囊胚体外建立胚胎干细

胞系 (ntESCs)，然后将 ntES 细胞注入四倍体囊胚

中获得克隆小鼠 [26,36]。这种四倍体补偿技术证明了

ntES 细胞的多能性，但是克隆囊胚滋养外胚层异常

是克隆胚胎发育失败的重要原因的假设一直未能得

到直接证明，本实验室 2011 年在 Cell Stem Cell 杂

A：MII卵子中直接注入供体细胞，建立4N或者3N的小鼠胚胎干细胞系；B：球形精子注入小鼠单倍体胚胎的2-cell时期，建

立2N的胚胎干细胞系；C：四倍体补偿技术修复克隆胚胎滋养外胚层细胞缺陷。

图1　卵子介导的核移植[25,27,37]
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志上报道了一个巧妙的实验 [37]，通过将克隆内细胞

团细胞与两个四倍体胚胎进行聚合 ( 图 1C)，重构

胚胎移植后出生效率可达 15.7% ；但是，正常胚胎

的内细胞团与两个克隆四倍体胚胎进行聚合，重构

胚胎移植后出生效率只有 3.7%。这两个互补的结

果直接地证实了克隆囊胚滋养外胚层细胞异常是克

隆胚胎发育失败的重要原因，同时间接证明克隆囊

胚内细胞团 ( 发育成胎儿，在体外可形成胚胎干细

胞 ) 具有正常的发育潜能。

2　卵子介导的单倍体胚胎干细胞系的建立与

应用

通过核移植介导的重编程产生克隆小鼠的出生

率极低 (< 2%)，但是，卵子中注入单倍体的精子

(intracytoplasmic sperm injection, ICSI) 重编程后出

生效率可达 30% 以上 [38]。那么是否可以获得体外

培养的单倍体细胞系呢。几十年来，科学家们也在

努力尝试建立小鼠的单倍体细胞系 [39-41]，虽然他们

利用不同实验方法，可以获得小鼠孤雌或者孤雄单

倍体的胚胎，也可以发育到囊胚，但是由于单倍体

细胞在发育的过程中易于二倍体化，所以一直未能

成功获得单倍体细胞系。2009 年，Hong 实验室成

功建立了青鳉鱼 (Oryzias latipes) 孤雌单倍体多能干

细胞系 (parthenogenetic haploid embryonic stem cell lines, 
PG-haESCs)，并通过注入卵胞质中获得正常的后代，

这种将单倍体细胞直接注入卵子中获得后代的技术

可称之为半克隆技术 (semicloned technology, SC)[42]。

这项研究激励了更多的科学家去建立哺乳动物的单

倍体胚胎干细胞系。

2011 年，Wutz 实验室 [43] 和 Penniger 实验室 [44]

先后报道成功建立了小鼠的孤雌单倍体胚胎干细胞

系，他们利用流式细胞分选的方法 (fluorescence-
activated cell sorting, FACS) 实现了体外单倍体胚胎

干细胞的富集和维持。这些细胞除了具有正常胚胎

干细胞的特性之外，同时可以利用其单倍体特性进

行正反向遗传筛选；但是，小鼠的孤雌单倍体胚胎

干细胞与青鳉鱼不同，注入卵胞质中无法获得后代。

青鳉鱼中不存在基因印记的问题，小鼠的孤雌单倍

体胚胎干细胞注入卵胞质中得到的孤雌胚胎可能由

于其印记的不平衡而无法发育到期 [45-47]。那么我们

是否可以建立小鼠孤雄来源的单倍体胚胎干细胞系

(androgenetic haploid embryonic stem cell lines, AG-
haESCs) ；小鼠的孤雄单倍体胚胎干细胞的雄性印

记的维持是否与精子类似；小鼠的孤雄单倍体胚胎

干细胞注入卵子中是否可以代替精子获得后代。

2012 年，本实验室通过两种策略首次建立了

小鼠的孤雄单倍体胚胎干细胞系 [48-49]。第一种，向

去核的卵子中注射成熟精子的头部；第二种，将受

精后获得的合子胚胎的雌原核去除 ( 图 2A)。上述

方法获得的重构胚胎，只含有一套来源于父本的遗

传物质，即孤雄单倍体胚胎。利用孤雄单倍体胚胎

发育获得的囊胚建立胚胎干细胞系，通过流式分选

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。通过卵胞质内注入孤雄单倍体胚胎干细

胞 (intracytoplasmic AG-haESC injection, ICAHCI) 方
法 ( 图 2B)，移入假孕受体子宫后，可以发育成健

康的小鼠 (~2.1%)，我们称这种小鼠为“半克隆小

鼠”(semicloned mice, SC mice)。不久之后，周琪

实验室也报道了他们利用孤雄单倍体胚胎干细胞获

得转基因小鼠模型的研究成果
[50]。

相对正常的 ICSI 技术获得健康小鼠的效率为

~30%，本实验结果中通过 ICAHCI 技术获得健康

的半克隆小鼠的效率很低 (~2.1%)。随着 AG-haESC
传代次数的增加，这种“受精”的能力逐渐丢失，

特别是经过基因编辑之后，这些 AG-haESC 注入卵

子中很难产生后代。ICAHCI 技术产生的半克隆小

鼠接近 50% 出现发育迟缓的现象，我们发现在精

子中不表达的雄性印记基因 H19 在单倍体细胞和发

育迟缓的半克隆小鼠中出现高表达的现象，这暗示

印记基因的异常表达可能是导致半克隆小鼠胚胎发

育异常的关键原因，是否可以通过调控印记基因的

表达提高半克隆小鼠的出生效率。2015 年，本实验

室率先通过将调控雄性印记基因 H19 和 Gtl2 表达

的 H19-DMR 和 IG-DMR 敲除后，获得了能稳定高

效产生半克隆小鼠的 AG-haESCs，半克隆小鼠的出

生效率高达 20% 以上
[51-52]。同时，我们将这种高

效的半克隆技术与 CRISPR/Cas9 文库筛选技术 [53-55]

相结合，能够一步产生大量的携带不同基因纯合突

变的半克隆小鼠，从而为开展小鼠个体水平的遗传

筛选提供了技术支持 ( 图 2C)。更加有趣的是，我

们通过将小鼠孤雌单倍体胚胎干细胞中 H19-DMR 和

IG-DMR 敲除后，同样获得了具备“类精子细胞”的

能力，从而在哺乳动物中实现了高效的孤雌发育 [56]。

之后，其他实验室也报道了与上述两个实验结果相

类似的研究成果 [57-58]。

单倍体胚胎干细胞具有其独特的优势。首先，

由于其只含有一套染色体，可用于隐性基因功能的

筛选和研究；其次，利用 CRISPR/Cas9 技术 [59-60]
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可有效对其进行基因编辑，从而遗传给下一代；另

外，单倍体胚胎干细胞介导的高效 ICAHCI 技术结

合 CRISPR/Cas9 文库筛选技术进行小鼠个体水平基

因筛选，增加对基因新功能的认识。目前，关于小

鼠的单倍体胚胎干细胞的建立以及应用技术已经相

当成熟，对于非人灵长类和人的单倍体胚胎干细胞

的建立，一直存在技术和伦理的限制。2013 年，本

实验室首次建立了食蟹猴的孤雌单倍体胚胎干细

胞，并进行了基因编辑 [61]，但是灵长类孤雄单倍体

胚胎干细胞受技术的限制，至今未能建立。2016 年，

Benvenisty 和 Egli 课题组 [62] 以及本实验室 [63]，先

后报道建立了人的孤雌单倍体胚胎干细胞系，从而

为人类基因功能的研究提供了新的工具。目前对于

人的孤雄单倍体胚胎干细胞的建立，依然存在材料、

技术以及伦理的限制。

3　卵子介导的重编程应用于iPSC技术

核移植技术相对复杂，但是产生的核移植胚胎

干细胞具有更高的体内发育潜能。iPSC 技术相对简

单，但是近年来 iPSC 技术诱导的多能干细胞存在

基因组不稳定 [14]、单核苷酸突变 [15-16]、拷贝数变

异 [17-18]、异常的表观遗传学修饰 [19] 等安全性问题，

因此，iPSC 技术的应用还存在较大提升空间。本实

验室曾系统地比较了核移植胚胎干细胞 (ntESC) 和
iPSC 在多能性基因表达、印记状态、四倍体补偿能

力、囊胚注射能力以及基因表达谱方面的差异 [64]，

发现核移植来源的胚胎干细胞体内发育潜能比

iPSC 高。

为了进一步建立系统，筛选在核移植诱导体系

中可能对产生高质量多能干细胞起重要作用的因

子，我们选择了 10 个在卵子或者卵裂过程中高表

达的因子，发现 Zscan4 能显著提高 iPSC 的形成效

率并降低重编程细胞的 DNA 损伤反应。进一步研

究揭示，Zscan4 能够快速延长重编程细胞的端粒，

并稳定重编程细胞端粒区以及非端粒区遗传物质。

由于 Zscan4 的介入稳定了重编程细胞的基因组，

iPSC 的质量得到了显著地改善，19 株中有 11 株

(58%) 通过四倍体囊胚注射能够获得完全来自 iPSC 
的小鼠，而通过传统 iPSC 方法获得的 iPSC 11 株

中只有 1 株能够获得完全来自 iPSC 的小鼠。这些

结果提示，在细胞重编程过程中，除了多能性的获

得，细胞遗传物质稳定性的维持对于产生高发育潜

能的多能干细胞起着至关重要的作用 [65]。这一结果

为生产安全性高的 iPSC，应用于再生医学提供了重

要的理论依据。

4　卵子介导的遗传疾病的治疗

精子与卵子结合形成全能性的受精卵，其实就

是卵子对精子重编程的过程，开始了新的生命。如

果能在精卵形成或受精过程中修复导致疾病的遗传

缺陷，将会使携带遗传缺陷的父母产生健康的后代，

这对于人口健康具有重要的意义。CRISPR/Cas9 技

术 [59-60] 具有高效的基因编辑能力，通过受精卵中注

射 Cas9 mRNA 和 sgRNA 可以一步获得基因编辑的

A：小鼠孤雄单倍体胚胎干细胞系（AG-haESCs）的建立；B：利用AG-haESC建立的ICAHCI技术产生半克隆小鼠；C：出生

效率显著提高的ICAHCI技术结合CRISPR/Cas9技术进行个体水平的遗传筛选。

图2　卵子介导的单倍体胚胎干细胞系的建立与应用[48,51]
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小鼠 [66-67]，那么这种受精卵中基因编辑技术是否可

以用来修复遗传疾病？

为了验证 CRISPR/Cas9 技术是否能用于高效

治疗遗传疾病，我们选择小鼠白内障遗传疾病模型

进行研究。该模型小鼠携带显性突变的 Crygc 基因，

产生变性的晶状体蛋白而发生混浊，携带一个突变

位点的新生小鼠即表现出症状。我们设计了针对突

变 Crygc 基因的 sgRNA，通过直接将 sgRNA 和

Cas9 注入杂合子的受精卵中后，发现有 1/3 的新生

小鼠 (24 只 ) 的白内障症状被治愈 ( 图 3A)。基因治

疗存在的一个潜在风险是脱靶效应，即 Cas9 被带

到非 Crygc 基因的位点进行了异常的切割，破坏了

原本正常的基因。我们根据 sgRNA 同源程度，预

测存在 10 个潜在的脱靶位点。对这些位点进行 
DNA 测序发现，12 只治愈的小鼠中只有 2 只在一

个位点上存在脱靶现象。治愈的小鼠可以通过生殖

细胞将 CRISPR-Cas9 系统修复的 Crygc 基因传递到

下一代，证明白内障遗传疾病得到了根治
[68]，从而

为 CRISPR-Cas9 技术介导的人类遗传疾病治疗研究

提供了一条新的思路。

然而，通过直接胚胎注射的方法存在两个问题：

一是只有 1/3 的新生小鼠被治愈；二是存在非常少

的脱靶现象。这两个问题都是临床应用不被允许的。

为了解决这些问题，我们选择了精原干细胞介导的

遗传疾病治疗的策略 [69]。首先，从白内障小鼠的睾

丸中建立了精原干细胞系 (spermatogonia stem cells, 
SSCs)，该细胞携带了纯和的遗传突变。SSCs 可以

在体外长期培养，并能维持稳定的表观遗传特性，

移植到通过白消安处理去除了生殖细胞的受体小鼠

睾丸中后能够产生有功能的雄性配子细胞。我们将

CRISPR/Cas9 转入 SSCs 中，通过单细胞增殖的方

式建立了一系列来自单个 SSC 的细胞系。随后，对

这些细胞系进行了深入分析，选择满足以下三个条

件的细胞系进行移植实验：1) 通过基因型分析确定

两个突变位点均已修复；2) 通过预测脱靶位点测序

或者全基因组测序确定不存在脱靶问题；3) 通过特

定印记基因甲基化鉴定或者全基因组甲基化测序确

定修复的 SSCs 维持正常的表观遗传特性。最后，

将这些细胞移植到小鼠体内后，获得了 100% 健康

的小鼠 ( 图 3B)。CRISPR/Cas9 技术介导的生殖细

胞遗传修复为人类基因治疗提供了另一条新的思

路。今后的研究需要验证这一技术路线在人生殖干

A：受精卵中 CRISPR/Cas9 注射高效治愈白内障遗传病；B：CRISPR/Cas9和精原干细胞介导遗传疾病治疗。

图3　卵子介导的遗传疾病的治疗[68-69]
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细胞中实施的可行性。

5　结语

本课题组一直以卵子介导的细胞重编程为重点

进行了系统的研究，并取得系列突破性进展：完善

了卵子介导的核移植体系；建立精子和卵子来源的

“类精子”的单倍体胚胎干细胞系和半克隆技术；

建立人和猴子的孤雌单倍体胚胎干细胞系；卵子介

导的重编程与 iPSC 技术比较揭示影响重编程的重

要因子；建立卵子介导遗传疾病治疗的策略等。尽

管目前对于重编程的研究报道越来越多，但是重编

程过程本身是一个复杂的网络调控，仍然有大量的

科学问题等待探索和研究。对于重编程机制的研究

会为早期胚胎发育的分子机制提供线索，同样也为

能够获得最为安全的重编程多能干细胞提供理论支

持。本课题组将继续完善核移植及 iPSC 技术诱导

细胞重编程的方法，提高重编程的效率，制备最为

安全的干细胞，为再生医学的发展贡献力量。同时，

我们将充分结合半克隆技术与 CRISPR/Cas9 技术进

行个体水平基因筛选，尤其关注与原始生殖细胞

(primordial germ cells, PGCs) 发育相关的重要基因。

另外，我们计划利用半克隆技术高效产生基因编辑

小鼠的能力，进行基因组范围内基因的标记 (genome 
tagging)。
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