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摘　要：在基因编辑领域，以 CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR 
associated protein 9) 为代表的技术的广泛应用，使得科学家能快速、高效、精确地对靶基因序列进行遗传改

造。但是，由于包括人类在内的真核细胞二倍性的特点，要获得纯合编辑的细胞系和模式动物仍需大量的

时间和人力成本。类精子干细胞 (DKO-AG-haESCs) 系统的建立及其与 CRISPR-Cas9 技术的结合则可以快

速地在基因、染色体等水平上进行任意遗传操作并转化为动物个体，实现疾病模拟。本文将对类精子干细

胞介导的遗传改造进行总结和讨论。
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Abstract: The extensive application of technology represented by CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/CRISPR associated protein 9), make the genetic modification more efficient. However, it 
remains a laborious endeavor to obtain homozygous gene-edited cell lines and model animals because of the 
diploidy of human cells and model organisms. The establishment of sperm-like stem cells (DKO-AG-haESCs) and 
its combination with CRISPR-Cas9 technology can rapidly transform genetic operation at the gene level and 
chromosome level into animals so that we can realize disease simulation. Here, we will summarize the sperm-like 
stem cells mediated gene editing.
Key words: gene editing; sperm-like stem cells; disease simulation; genome tagging project; chromosome 
modification

1　基因编辑技术简介

1.1　基因编辑技术的发展与应用

早 期， 科 学 家 利 用 同 源 重 组 (homologous 
recombination) 介导的基因打靶技术对基因组进行

编辑和改造。自 1987 年 Smithies 和 Capecchi 实验

室分别利用基因打靶技术获得基因编辑的小鼠胚胎

干细胞 (ESCs)[1-2] 以来，基因编辑技术迅速发展。

为了克服基因打靶技术效率低下 [3-4] 的问题，研究

人员开发出了由核酸内切酶介导的基因编辑技

术 —— 锌指核酸内切酶 [5-7] (zinc finger nucleases, ZFNs)
和类转录激活因子效应物核酸酶 [8] (transcription 
activator-like effector nucleases, TALENs)，但是两者

依旧存在效率低、成本高、操作繁琐等弊端 [9]。直

到 2012 年，成簇规律间隔短回文重复序列及其

相关蛋白 (clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated 9, CRISPR/Cas9) 基因编辑

系统横空出世 [10-13]( 图 1)，真正实现了高效率、低

成本的靶基因敲除、敲入、点突变等遗传操作，吸

引了全世界的科研人员迅速将其大规模地应用到基

因编辑领域中。

特别是自张锋实验室 2013 年的研究证实了

CRISPR-Cas9 系统可以在哺乳动物细胞中应用 [12]

以来，基于此系统的重要研究成果层出不穷。研究

人员充分发挥创造力，在传统 CRISPR-Cas9 系统的

基础上开发了一系列衍生工具，极大地推动了生命

科学领域的研究进程。研究发现，Cas9 的 RuvC 和

HNH 是其重要的酶活结构域 [10] ；同年，Qi 等 [13]

将上述两个结构域失活得到了无切割活性的 dCas9 
(dead Cas9)，其与 gRNA (guide RNA) 共表达得到

的 CRISPRi (CRISPR interference) 系统可以有效地

抑制目标基因在大肠杆菌和真核生物 [14] 中的表达。

类似地，dCas9 与 VP64 等转录激活元件结合构成

的 CRISPRa (CRISPR activation)[15-17] 系统可以有效

地实现对内源目的基因的激活表达；与 DNA 甲基

从左到右依次是ZFNs、TALENs、CRISPR-Cas9。三种方法都可以实现特定区域的双链DNA断裂，然后借助细胞内的不同修

复方式实现靶位点的基因编辑。

图1  基因编辑领域使用的编辑工具
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化酶的偶联实现了对表观遗传修饰的精准干预 [18] ；

与胞嘧啶脱氨酶 [19] 以及尿嘧啶糖基化酶抑制剂 [20]

共同作用，可以对单个碱基进行定向且高效的替换。

dCas9 的另一个广泛应用是与不同荧光蛋白融合表

达以实现对目标基因的精确定位 [21-22]。2015 年，

Moritoshi Sato 教授开创性地将光遗传学与 Cas9 结

合 [23-24] 应用，利用光照和一种“磁蛋白”实现了对

Cas9 蛋白活性的可逆控制，进一步拓宽了 CRISPR-
Cas9 技术在基因编辑领域的应用。

CRISPR-Cas9 系统操作简便，使高通量的基因

编辑和筛选成为可能。理论上来说，只需设计靶向

不同基因的 gRNAs，进一步结合测序技术便可实现

对全基因组的编辑和筛选 [25-26] ；另外，在免疫细胞

疗法研究中，Cas9 编辑的 CAR-T 细胞也极大地提

高了该方法的有效性 [27-28] ；此系统与干细胞研究、

显微操作技术 [29-30] 以及 AAV 病毒结合应用 [31] 可以

获得各种动物疾病模型，以帮助人们更好地实现疾

病模拟和治疗 [32] 研究；随着组织工程技术的进步，

研究人员可以在体外构建各种类器官 [33-34]，在类器

官的研究中，CRISPR-Cas9 技术也发挥了巨大的作

用。例如，2015 年 Freedman 实验室在源自患者的

诱导多功能干细胞 (induced pluripotent stem cells, 
iPSCs) 的基础上借助 CRISPR 技术培育出肾脏类器

官，并进行了多囊性肾病 (polycystic kidney disease, 
PKD) 的研究 [31]。此系统及其衍生系统操作简单、

在多种模式动物和人类细胞中均具有高效性等特点

极大地促进了生命科学领域的发展，也使得该技术

成为了最年轻的诺奖技术。

1.2　CRISPR-Cas9技术的局限性

即便 CRISPR-Cas9 在如今的生命科学研究中

已经几乎完全取代了其他的基因编辑技术，该技术

本身在实际应用中也存在一定的缺点和局限性。

首先，此系统需要设计恰当的 sgRNA，但并

不是所有位点都有合适的 PAM 序列能够满足设计

需求；其次，脱靶切割 [35] 可能会引入非目的突变

甚至是大范围的基因组缺失或重排，最终导致动物

体的癌症或植物的不良表型 [36]，这也是此系统临床

应用的一个巨大阻碍；再次，不论是病毒感染或脂

质体介导的细胞转染，Cas9 编辑系统在细胞或组织

中的递送效率均不能得到保证。另外，在对哺乳动

物等二倍性基因组进行遗传改造时，CRISPR-Cas9
容易造成杂合编辑，而有些基因的显性拷贝会使隐

性突变无表型，这在一定程度上阻碍了细胞水平上

大规模的遗传筛选研究；而且，直接利用此系统获

得的动物模型往往是基因型不明确的个体，大部分

是嵌合个体，因此在模拟多基因突变的疾病模型时

需要漫长且繁杂的交配和基因型鉴定过程。上述问

题均阻碍了 CRISPR-Cas9 系统在遗传改造中的应

用，也在一定程度上影响了基因编辑领域的研究。

2　类精子干细胞

2.1　类精子干细胞的建立

CRISPR-Cas9 作为基因编辑领域中的明星系统

几乎可以解决基因编辑过程中的绝大部分问题，但

在实际应用中不可忽视的一点则是大部分模式生物

和人类基因组的二倍性特征使获得纯合编辑个体存

在难度，阻碍了基因功能的研究和复杂动物模型的

快速获得。而单倍型的生殖细胞难以在体外进行传

代培养和编辑，于是科学家开始着手建立单倍 / 近
单倍型的细胞进行编辑研究。研究人员先后利用紫

外辐射精子 [37] 和显微操作 [38] 的方法得到了青鳉鱼

和豹蛙等低等脊椎动物来源的单倍体细胞，并在

2004 年利用斑马鱼的单倍体胚胎进行了遗传筛

选 [39]。在哺乳动物中，近单倍体细胞被从一些癌细

胞中建立得到 [40-41]，但由于其是近单倍体且来源于

癌细胞，极大地限制了其广泛应用。令人兴奋的是，

2011 年，Leeb 和 Wutz[42] 成功利用孤雌激活得到了

孤雌单倍体胚胎干细胞，并在此细胞上进行了正向

遗传筛选；同年，Elling 等 [43] 也成功建立了小鼠孤

雌来源的单倍体胚胎干细胞 (parthenogenetic haploid 
embryonic stem cells, PG-haESCs)。

2012 年，李劲松 [44] 和周琪 [45] 实验室 ( 图 2A)
先后利用显微操作结合流式富集的方法成功建立了

精子来源的小鼠单倍体胚胎干细胞 (androgenetic 
haploid embryonic stem cells, AG-haESCs)。特别是

前者的研究证实，AG-haESCs 可以代替精子通过胞

浆注射 (intracytoplasmic AG-haESCs injection, ICAHCI)
得到正常且具有生育能力的个体 —— 半克隆 (semi-
clonal, SC) 小鼠，且支持初步的遗传改造。在此基

础上，他们利用 CRISPR-Cas9 技术敲除了 AG-haESCs
中的 H19 和 IG 两个差异甲基化区域 (differentially 
methylated region, DMR)( 图 2B)，进一步将 SC 小

鼠的出生效率提高到 22.3%，接近球形精子注射的

出生效率，且幼仔几乎都能存活并具有正常生殖能

力，他们将由此获得的双敲细胞 (double knockout, 
DKO) 命名为类精子干细胞

[46]。实验证明，DKO-
AG-haESCs 支持 CRISPR-Cas9 介导的多位点基因

敲除和插入以及大规模的遗传筛选，再借助 ICAHCI
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技术便可以一步获得携带目的修饰的 SC 模型小鼠。

此项技术的诞生也使得哺乳动物细胞和个体水平的

大规模遗传改造成为可能。

2.2　类精子干细胞的应用

2.2.1　基因组标签计划(Genome Tagging Project, GTP)
人类基因组计划 (Human Genome Project, HGP)

始于 1990 年结束于 2004 年。随着技术的发展，科

学家得到了更加完整精确的人类基因组图谱 [47-48]，

虽然此项工作花费了巨大的人力物力财力，但其是

生命科学研究领域中极具里程碑意义的工作。现在

后基因组时代的一个重要任务是阐明蛋白质在细胞

内的相互作用和动态变化过程。然而，蛋白质特异

性抗体的效果并不总是令人满意，这在很大程度上

阻碍了蛋白质功能的研究，解决此问题的一个方法

便是通过基因编辑给蛋白质的编码基因带上标签，

如绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein, GFP) 和
血凝素 (hemagglutinin, HA)，这样就可以利用成熟

且高度特异的GFP/HA抗体来可视化目的蛋白 [49-50]。

基于同源重组和细菌人工染色体 (bacterial 
artificial chromosome, BAC) 的蛋白质标记已经成功

地用于酵母 [51]、线虫 [52] 和果蝇 [53] 等基因组较小的

物种的蛋白质功能研究中，但是 BAC 方法的随机

插入特性很难应用于哺乳动物 ( 如小鼠 ) 的全基因

组中。另一方面，哺乳动物染色体的二倍性也使得

借助基因编辑技术获得原位标记的纯合标签细胞和

小鼠的难度大大增加。

而小鼠类精子干细胞系统的建立可以很好地解

决上述问题，由于其单倍体的特性，借助基因编辑

技术可以快速获得定点插入标签的胚胎干细胞系而

不需考虑杂合问题。理论上来说，类精子干细胞和

CRISPR-Cas9 技术的结合可以构建小鼠全基因组蛋

白质标签细胞，得到全基因组蛋白质标签干细胞库，

进一步结合显微操作技术并进行两次配繁便可高效

获得纯合的标签小鼠，快速地实现在细胞和个体水

平上的基因功能研究。类精子干细胞可以在体外进

行长期稳定的传代培养，使得研究人员能够灵活地

选择合适的标签插入方法和插入位置来进行相关基

因的研究；再者，蛋白质标签小鼠可以根据需要随

时得到，因此，这是一种省时省力省空间的方法，

能够合理快速地获得基因组标签小鼠。在 2017 年 5 月

上海生物化学与细胞生物学研究所 (Shanghai Institute 
of Biochemistry and Cell Biology，SIBCB ；现为中国

科学院分子细胞科学卓越创新中心：Center for Excellence 
in Molecular and Cellular Sciences，Chinese Academy 
of Sciences) 举办的分子细胞科学研讨会上，利用

类精子干细胞获得全基因组蛋白质标签小鼠的计划

(A)孤雄单倍体胚胎干细胞的建立。(B)在AG-haESCs细胞系上通过双敲H19和IG DMR得到可以高效获得半克隆小鼠的类精子

干细胞：上面为利用类精子干细胞进行细胞和个体水平的大规模遗传筛选；中间为结合碱基编辑器进行点突变的筛选；下面

为利用类精子干细胞一步得到多位点编辑的小鼠模型。(C)全基因组蛋白质标签计划的应用。

图2  类精子干细胞的建立及应用
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被正式命名为“基因组标签计划”(GTP)[54]( 图 2C)，
旨在利用类精子干细胞对小鼠全基因组进行标记，

并高效产生用于研究的细胞系和模式小鼠，加快

基因功能研究。迄今为止，GTP 项目已经成功产生

1 947 个标签细胞系和 360 个标签小鼠，应用到国

内外 70 余个实验团队。此技术的成功应用也将为

疾病研究和药物研发开拓更广阔的空间。

2.2.2　细胞和个体水平的大规模遗传筛选

在反向遗传学研究中，大规模遗传筛选是非常

必要的；通常采用的 RNA 干扰 (RNA interference, 
RNAi)[55] 和慢病毒携带 sgRNA 文库 [56] 的方法较难

做到大规模靶向，并且存在产生突变小鼠效率低的

问题，难以实现大规模的在体遗传筛选。于是科学

家将类精子干细胞和 CRISPR-Cas9 两大利器结合起

来，极大地促进了大规模遗传筛选的研究。

类精子干细胞技术在建立之初便被证实可以很

好地应用于正向和反向遗传筛选研究中。2015 年，

钟翠青等 [46] 证实可以利用 CRISPR-Cas9 技术在类

精子干细胞中进行 Tet1、Tet2、Tet3 的多重敲除和

定点插入；进一步地，他们将携带靶向 19 150 个小

鼠蛋白质编码基因的 87 897 个 sgRNA 文库的类精

子干细胞和 Cas9 mRNA 注射入卵母细胞后一步获

得了纯合编辑的小鼠 ( 图 2B)。为了提高效率，研

究人员优化了类精子干细胞中 sgRNA 文库的携带

方法：他们利用慢病毒感染的方式使细胞中持续表

达 sgRNA 和 Cas9，由此得到的类精子干细胞进一

步结合显微注射介导的半克隆技术，首次实现了大

规模个体水平遗传筛选，ICAHCI 得到的 SC 小鼠

中有 42% 携带了纯合的编辑 [57]。2019 年，研究人

员也利用类精子干细胞与慢病毒文库实现了与骨骼

发育相关基因的大规模在体筛选，并确定了 Rln1
和 Irx5 两个新的候选基因 [58]。CRISPR-Cas9 是通过

在 DNA 上引入双链断裂 (double strand break, DSB)
后借助细胞内的修复机制达到基因编辑的目的，因

此某些时候也会引入非必要的突变。为了减少副产

物的产生或对蛋白质的特定氨基酸功能进行研究，

科学家在 CRISPR-Cas9 系统的基础上开发出碱基编

辑器 (base editor, BE)，可以根据需要仅仅对某个目

的碱基进行定向突变 [59]。碱基编辑器和类精子干细

胞的结合也在小鼠个体水平上成功从 77 个 DND1
的候选点突变中筛选确定了 4 个对小鼠原始生殖细

胞 (primordial germ cell, PGC) 发育至关重要的功能

氨基酸位 [60]( 图 2B)。
总而言之，类精子干细胞和 CRISPR-Cas9 的

强强联合使得在小鼠个体水平的大规模遗传筛选成

为可能，极大地推动了反向遗传筛选的研究进程。

2.2.3　一步获得疾病小鼠模型

在生物学研究中获得点突变或者基因编辑的小

鼠模型是至关重要的。以往的研究中确实可以通过

向受精卵中注射 Cas9 mRNA 和 sgRNA 单链一步获

得基因编辑的小鼠 [61-62]，但是，此方法导致的嵌合

体和引入不明确突变的问题也在一定程度上阻碍了

进一步的研究。类精子干细胞系统具有可以在体外

稳定长期培养、仅有一套染色体更容易进行编辑、

具备发育全能性的优势，这无疑从新的角度提供了

解决问题的方法。此系统已被证明可以直接利用编

辑之后的 DKO-AG-haESCs 借助 ICAHCI 高效产生

Tet1、Tet2、Tet3 同时敲除或 eGFP 定点插入的杂合

SC 小鼠 [46]，魏磊鑫等 [63] 在 2017 年的工作也表明，

在类精子干细胞上进行编辑时利用 1.0~1.5 kb 的点

突变双链作为修复供体可以高效获得携带杂合点突

变的 SC 小鼠。

多基因复杂疾病的研究对科研人员来说一直是

巨大的挑战，因为导致疾病的基因有多个，在构建

小鼠模型时，往往仅其中一个基因的突变或者几个

基因的杂合突变并不能很好地模拟人类的疾病表

型。利用传统方法构建单基因纯合突变的小鼠模型

便需要耗费大量的时间和精力，更何况同时构建多

个基因同时突变的小鼠模型。但是，利用类精子干

细胞即可以高效、快速地达到此目的 ( 图 2B)。类

精子干细胞可以在体外长期稳定培养，科研人员便

可以在细胞水平上对目的基因进行多次编辑，而细

胞水平的编辑和基因型鉴定相对来说更加快速和

简便，直到获得正确的多基因编辑的细胞系后再结

合 ICAHCI 技术便可一步得到多位点编辑的小鼠模

型。2019 年，尹奇等
[64] 结合类精子干细胞和基因

编辑技术一步产生了携带多基因杂合突变的小鼠，

模拟多基因剂量下调，成功再现了Ⅰ型强直性肌营

养不良 (myotonic dystrophy type 1, DM1) 的复杂表型；

2020 年，汪凌波等 [65] 结合半克隆和 CRISPR-Cas9
技术首次针对女性苗勒管发育不良 (Müllerian anomalies, 
MA) 开展研究，在快速构建了两组双基因突变小鼠

模型后确定 “Gen1+Wnt9b”组合突变可以导致小鼠

MA，为此疾病的遗传咨询和筛查提供了重要的理

论指导。

综上，类精子干细胞系统的建立成功解决了科

研人员在基因编辑研究中的诸多困难，特别是其结

合 CRISPR-Cas9 和 sgRNA 文库能一步产生多基因
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突变的 SC 小鼠的特性，使筛选从细胞一步延伸到

小鼠个体，极大地节约了科研人员的时间和精力，

促进了蛋白质动态研究以及在体大规模遗传筛选、

构建复杂疾病模型等小鼠个体水平的相关研究。

3　基于类精子干细胞的染色体工程

3.1　染色体结构变异

真核生物拥有复杂的细胞结构，由于诸多内外

界因素的作用，细胞内遗传物质会发生改变，其中

单个核苷酸改变导致的基因突变是引起细胞和个体

表型改变的最主要因素。但是，有些情况下外界刺

激也会导致整个基因组 3D 结构的变化，产生染色

体变异。与基因突变不同的是，染色体变异通常是

不当的 DSB 修复造成的 [66]。细胞内源性因素 [67]( 活
性氧、不恰当修复的单核苷酸病变、未修复的单链

断裂、DNA 复制应激、减数分裂和淋巴细胞中的

自我诱导等 ) 和外源性因素 [68]( 化学诱变剂、电离

辐射等 ) 均可造成 DSB ( 图 3)。不同类型的染色体

变异对细胞及个体的影响差异极大，有些在亲本或

者细胞中没有明显表型，甚至能够遗传下去，有些

则会直接导致细胞、个体的死亡或流产。

宏观上来说染色体变异分为结构变异 (structure 
variations, SVs) 和数目变异 (number variations, NVs)。
除了 DSB 诱因之外，端粒功能障碍也会诱发

SVs[69]。在 DNA 复制过程中，丢失端粒的染色体被

错误识别为 DSB，细胞利用自身修复机制造成染色

体端粒与端粒之间的融合，从而产生双臂染色体 ( 图
3)，罗氏易位 (Robertsonian translocation, Rob) 便是

其中一个典型的例子。另外一种结构变异的类型是

环状染色体，这种多在双臂染色体上发生的 SV 几

乎在人类所有染色体中都有发现，在新生儿中的发

病率约为 1/50 000。研究认为，环化染色体是由于

染色体双臂的端粒或远端区域断裂 - 融合形成的，

随后，取代了正常染色体的环状染色体可能会因为

分裂的不稳定性而在携带者体内呈现一种动态嵌合

的特点，携带者的表型通常是由于环的分裂不稳定

或者染色体片段的缺失造成的 [70]。环状染色体在结

构上也分为两种：染色体双臂端粒之间融合而不丢

失遗传物质的完整环染色体，或通过一次或多次断

裂 - 融合造成的染色体末端或中间缺失和重复的不

完整环状染色体。由有丝分裂检查点信号减弱、染

色体内聚力或附着缺陷以及多极纺锤体形成等因素

导致的染色体的不均等分裂则会产生异倍体，最终

导致 NVs。
3.2　染色体变异的影响

染色体变异通常与诸多罕见病、癌症以及进化

遗传学和临床上的流产、出生后缺陷有密切联系 [71]，

研究指出，每 160 个新生儿中便有 1 人是染色体变

异的携带者 [72]。某些情况下，由于 SVs 影响了 DNA
的高级结构，如拓扑结构 (topologically associating 
domains, TADs)，从而可以在不改变基因拷贝数的

情况下改变基因的表达水平 [73] ；也正是由于高级结

构的存在，SVs 会在基因组大范围内产生影响 [74]。除

了散发型染色体微缺失综合征和孟德尔病 (Mendelian 
disease)，许多常见的复杂疾病，包括自闭症 [75]、

精神分裂症、传染病和与健康相关的代谢疾病 [76]

以及不孕不育 [77] 都可能与染色体变异有关。特别

是近年来在多种癌症中都陆续发现了染色体结构变

异，如原发性和与治疗相关的急性髓系白血病 (acute 
myeloid leukemia, AML) 以及骨髓增生异常综合征

(myelodysplastic syndrome, MDS) 中常伴随有 SVs。
除常染色体外，人和小鼠的性染色体也有 SVs[77-78]，

端粒功能障碍导致细胞将端粒处错误识别为DSB，可能会导致染色体的罗氏易位。图中只举例给出了一种导致染色体变异的

DSB位置以及错误修复后的结果。

图3  染色体变异的诱因及过程
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通常性染色体相关的 SVs 在个体上无明显表型，但

是会影响个体的生育能力或者在子代中致病。除了

较单一的 DSB 导致的染色体重排外，SVs 还可能

涉及一条、两条或多条染色体，多次重排相互关联

相互依赖，但通常不是一次性发生的 [79]，如前列腺

癌、淋巴恶性肿瘤和甲状腺癌 [80] 中的 SVs。虽然

SVs 与多种疾病的发生有关，但是也存在个体甚至

群体都表现正常且能正常遗传的结构变异，比如自

然界中存在的小鼠的罗氏易位。

三体或单体是最常见的 NVs[81]，临床上公认的

自然流产中有 35% 是三体或单体导致的，死产中

三体或单体占 4%，而新生儿中约有 0.3% 为非整倍

体 [82]。即便能出生并存活，携带 NVs 的个体也存

在各种严重疾病，比如唐氏综合征 (Down syndrome, 
DS)、爱德华氏综合征 (Edwardrs syndrome)、帕陶

氏综合征 (Patau syndrome)、克氏综合征 (Klinerfelter 
syndrome, KS)、特纳综合征 (Turner syndrome, TS)
等。其中 KS ( 代表性核型为 47，XXY) 占新生儿

比例的 1/660，DS (21 三体综合征 ) 占新生儿比例

的 1/800[72]。发病率较高的 KS 的诊断和并发症的预

防和治疗一直是一个挑战，除了不育这一经典临床

表型外，KS 患者还有很多并发症，比如静脉曲张、

自身免疫疾病、生殖细胞瘤、心血管疾病 [83] 和一

些女性中常见的乳腺癌和骨质疏松 [84] 等。

3.3　染色体工程

随着科学研究的进步和对染色体高级结构认识

的提升，科学家们越来越多地意识到，与单个基因

突变相比，染色体的大片段变异在更大程度上与人

类的进化、个体间遗传多样性等现象有关。很多情

况下，染色体变异，特别是 SVs，对人类的进化和

遗传多样性可能有积极的作用 [85-86]。目前研究染色

体变异的主要方式是通过高通量测序对比患者和正

常人的基因表达谱等来预测可能的基因型 - 表型关

联性 [87-89]，但是测序方法的局限性在于能利用的样

本量过少、取样大多为血液样本，各测序研究结果

存在较大差异等。于是，科学家们致力于通过已有

的基因操作方法实现对同种或异种染色体进行删

除、添加、易位等改造，这就是染色体工程。

最初研究人员利用 Cre-loxp 系统进行特定位

点的遗传操作，得到了 chr15 和 chr12[90] 以及 chr2
和 chr13[91] 部分易位的小鼠 ES 细胞系等；1997 年，

Lewandoski 和 Martin[92] 通过将 Y 染色体上携带

loxp 的雄鼠与转基因的 Cre 雌鼠进行交配，得到了

XO 的小鼠。复制起始位点、着丝粒和两个端粒的

存在即可使染色体维持稳定的有丝分裂这一发现促

进了人工染色体 (artificial chromosomes, ACs) 技术

的发展，前人利用人类人工染色体 (human artificial 
chromosomes, HACs) 技术成功得到了含有人类染色

体大片段且能在小鼠繁殖过程中稳定遗传的转染色

体 (transchromosomal, Tc) 小鼠 [93-94]，随后科学家又

利用小鼠自身染色体片段为载体得到小鼠人工染色

体 (mouse artificial chromosomes, MACs)，MACs 可以

在小鼠繁殖过程中更高效率地保留在小鼠各个组织

器官中，从而更好地实现相关疾病模型的建立 [95-96]。

染色体工程的相关研究与基因编辑技术的发展关系

紧密，与 ZFNs 和 TALENs[97] 相比，CRISPR-Cas9
技术的独特优势也为进展缓慢的染色体工程研究带

来了新的曙光，当下已有诸多基于此技术的染色体

改造研究。在体外，研究人员已经可以基于此系统

实现多种癌症相关染色体易位 [98-99] 以及大片段染色

体的高效删除、倒位 [100] 和插入 [101] 等遗传操作。

另一方面，为了更好地了解染色体相关疾病的

发病机制和研究治疗方法，建立动物模型是至关重

要的，但是构建染色体变异小鼠模型的研究进展缓

慢，除了利用病毒作为递送载体获得特定细胞类型

或组织改造的动物模型 [102-104] 外，目前只能通过胚

胎嵌合 [105-107] 和冗长的多代配繁 [108-109] 的方法建立

得到可遗传的动物模型，耗时耗力。因此，目前缺

乏一套便捷简单的方法来构建染色体变异动物模型

以便对此领域进行深入全面的研究。

3.4　基于类精子干细胞的染色体改造

在基因编辑领域，CRISPR-Cas9 和类精子干细

胞技术的结合极大地促进了研究进展，那么两者的

搭配是否也能为更大尺度上的染色体结构变异研究

带来新的研究思路和方法呢？ 
小鼠作为生物学研究的重要模式动物，其染色

体除 Y 为近端着丝粒外，其他 39 条染色体全为端

着丝粒染色体 [110]。有趣的是，研究发现自然界中

存在多种发生染色体结构变异的小鼠品系，且在长

久的品系形成过程中不同核型的品系似乎对不同的

环境表现出差异适应性。但是目前为止，除了自然

界中存在的以及少数通过复杂且漫长人工配繁得到

的 SV 小鼠品系外，缺乏规模化且遗传背景清晰的

携带染色体结构变异的模式小鼠用来进行染色体变

异的相关研究；而且，由于从患者体内分离得到的

环状染色体体外培养的不稳定性，针对环状染色体

的研究更是缺乏细胞和动物模型。另一方面，有关

染色体数目变异的研究目前主要集中在对临床病例
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的观察和测序上，当然，也有报道 [72, 111] 利用育种

的方法得到了携带 XXY 核型的小鼠并模拟了人类

的 KS 表型 [112-113]。但是，目前该领域研究主要还是

通过育种的方式来获得模型小鼠，这就决定了研究

只能针对 NVs 小鼠胚胎或者是出生后小鼠的各组

织器官、激素水平，但是目前这些探究都没能清晰

阐释 NVs 致病的分子机制。综上所述，目前对于

染色体变异的研究缺乏一套稳定、便捷、可靠的系

统来获得细胞系和动物模型。

基于上述研究背景联合类精子干细胞的优势，

本课题组开创性地提出结合 CRISPR-Cas9 与类精子

干细胞技术这两大利器来获取携带染色体变异的单

倍体胚胎干细胞，进一步借助胚胎操作得到染色体

改造的小鼠模型。若此方案得以成功，那么如此快

速的携带染色体变异的细胞和小鼠模型的获得无疑

会为理解细胞和个体对染色体变异的耐受性提供一

定的指导作用，并为人类染色体变异导致的生殖障

碍和疾病研究提供材料。由于类精子干细胞单倍性

和可长期体外操作等特点，我们也有理由相信在其

基础上进行染色体改造的可行性。令人兴奋的是，

近期王立宾等
[114] 的报道证实了上述假设，他们利

用 CRISPR-Cas9 技术分别移除小鼠类精子干细胞

( 敲除了三个基因组印记区域 ) 两条染色体的端粒

和着丝粒，将两者以首尾相接的方式融合在一起，

最终获得了具有 19 对染色体 (chr4+5) 的小鼠，在

近乎完整的染色体水平上实现了哺乳动物的染色体

工程改造，并证明染色体重排对建立生殖隔离和新

物种的出现十分重要。

4　类精子干细胞介导的遗传改造的优点

总结来说，类精子干细胞具有如下优点：(1)
只携带一套遗传物质，遗传改造效率高 ；(2) 因其

具有 ESCs 的特征，即自我更新的特性，可以在体

外培养的细胞中完成复杂的遗传改造；(3) 可以在

细胞水平上以简单的方式快速地选择携带正确基因

型和不携带脱靶位点的细胞用于产生个体，特别是

携带复杂遗传改造的个体；(4) 可以在体外长期冷

冻保存构建的细胞系，随时取用且节约保存空间和

成本；(5) 可以和快速发展的 CRISPR-Cas9 介导的

基因编辑技术结合实现体内的应用。综上可见，类

精子干细胞技术与 CRISPR-Cas9 技术强强联合，能

够在体外高效地实现可选择的复杂遗传改造，进一

步与半克隆技术结合使我们可以低成本、高效率地

得到携带目的编辑的动物模型。

5　展望

技术的更新和发展也不会是绝对完美的，类精

子干细胞技术除了上述的众多优点外，也存在一定

的局限性。首先是单倍体自发二倍体化的问题，随

着培养代数的增加，需要不断通过流式富集来维持

单倍体，这在一定程度上限制了缺乏流式细胞仪的

实验室以及不具备流式技术的实验人员对类精子干

细胞的应用。而对于单倍体二倍体化机制的研究，

一方面能够为单倍体胚胎干细胞的维持提供帮助，

另一方面也有助于理解哺乳动物细胞的倍性维持机

制。其次，利用携带 sgRNA 文库的 DKO-AG-haESCs
产生纯合突变小鼠的整体效率有待进一步提高。最

后，在非人灵长类研究中，虽然已经获得了猴子来

源的孤雌单倍体胚胎干细胞
[115]，但能否获得猴子

来源的孤雄单倍体胚胎干细胞，以及它们能否同样

通过 ICAHCI 技术获得半克隆猴子等一系列未知且

有趣的科学问题仍然值得探索。

前文所涉及到的染色体改造大多都是针对染色

体片段而非整条染色体，随着测序技术的蓬勃发展，

我们已经对之前被称作“黑匣子”的基因组，如着

丝粒和端粒等重复序列，有了更为深入的了解，而

这些序列又与基因组和染色体的稳定性息息相关，

如果能对这些序列进行特定的遗传操作的话，是否

可以快速得到整条染色体甚至是更大尺度基因组改

造的细胞系或动物模型呢？本课题组的研究也对上

述问题给予了肯定的回答。实验证明，利用 CRISPR- 
Cas9 对类精子干细胞的染色体末端重复序列进行编

辑，进一步借助半克隆技术能够一步获得携带罗氏

易位的小鼠，在不破坏任何基因的情况下浓缩了

百万年的时间，快速模拟了自然界中存在的染色体

易位
[116]。针对哺乳动物染色体的大规模遗传改造

为理解基因组高级结构和物种进化提供思路的同

时，也彰显了类精子干细胞介导的半克隆技术的巨

大应用潜力。

综上所述，类精子干细胞技术与 CRISPR-Cas9
等基因编辑技术的结合应用前景是十分明朗的，能

够极大地促进哺乳动物的遗传分析。且随着基因编

辑技术的发展，脱靶效率进一步降低、可编辑范围

进一步增加等，相信两者持续性地联合应用将会更

好地促进生命科学研究领域的大幅前进。
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