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1   单倍体细胞研究背景
单倍体细胞只具有一套染色体, 没有等位基因

的存在, 因而它们在遗传分析、基因功能与性状研
究中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]。对于

哺乳动物, 单倍体细胞仅局限于雌雄配子, 而配子细
胞在体外只能存活很短的时间, 极大地限制了哺乳
类的单倍体细胞在遗传学筛选研究中的应用。为了

获得哺乳类的单倍体细胞, 从上世纪70年代开始, 科
学家便利用胚胎分割[3]或孤雌激活卵母细胞[4]等方

法构建单倍体胚胎, 并成功地获得小鼠的单倍体胚
胎。在小鼠胚胎干细胞成功建系[5]之后, 科学家曾尝
试建立小鼠的单倍体胚胎干细胞, 但没有成功。研
究证据表明, 由于小鼠单倍体胚胎干细胞在体外培
养过程中存在着自发二倍化的现象, 因而导致无法
获得稳定的小鼠单倍体胚胎干细胞系[6]。这个问题

也成为三十多年来获得哺乳类单倍体细胞的主要障

碍。尽管在最新的一些研究中报道, 在人类的癌细
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胞中存在“近单倍体”的细胞系, 但并不是一类真正
意义的哺乳类单倍体细胞系[7-8]。

由于体外诱导单倍体很难发生, 因此从配子获
得单倍体细胞是一个可行性较高的策略。由于干细

胞和再生医学的兴起, 从配子获得干细胞成为干细
胞研究中的一个热点, 有望回避胚胎损害带来的伦
理风险, 提供新的获得病人自体干细胞系的途径。
我们在2007年利用孤雌激活人类卵母细胞获得的人
类孤雌囊胚, 较早地建立了遗传信息完全来自于母
本的孤雌胚胎干细胞系[9]。遗传分析检测时发现, 由
于卵母细胞发育时染色体重组的影响, 这些孤雌胚
胎干细胞系的远端着丝粒杂合性较高。基因组高度

纯合的细胞和动物在遗传学研究中具有重要的应用

价值。因而我们考虑, 能否建立一个基因组遗传位
点纯合的胚胎干细胞系？这样的细胞系, 最可行的
来源是单倍体胚胎获得的单倍体胚胎干细胞系, 或
者单倍体细胞二倍化后得到的细胞系。那是否能够

建立哺乳类的单倍体胚胎干细胞系当时并不清楚。

2   单倍体胚胎干细胞的获得
由于可用于基础研究的人类的卵母细胞极为

稀缺, 影响了实验进程。因此, 我们回到小鼠中来开
展实验, 尝试建立小鼠的单倍体胚胎干细胞系, 以用
于遗传学筛选的研究。我们尝试用两种方法去获

得小鼠的单倍体胚胎: (1)孤雌激活小鼠的卵母细胞
获得孤雌单倍体胚胎; (2)借助体细胞核移植技术[10], 
将小鼠的精子头部注射入卵母细胞中并同时去除卵

母细胞的遗传物质, 进而获得孤雄单倍体胚胎, 结果
表明, 这两种方法都可以获得小鼠的单倍体胚胎(图
1)。随后, 我们采用小鼠胚胎干细胞建系的方法将
这些胚胎用于小鼠单倍体胚胎干细胞的建系研究[11], 
并于2009年分别获得了孤雌和孤雄两种单倍体胚胎
干细胞系。由于小鼠单倍体胚胎干细胞存在自发二

倍化的现象, 以及当时的单倍体细胞的富集方法尚
不完善, 导致我们的单倍体胚胎干细胞随着传代次
数的增加而最终全部二倍化。

为了进一步证实单倍体胚胎干细胞的存在, 我
们进行了一系列实验进行检测。首先, 将单倍体胚
胎干细胞进行DNA含量分析, 结果表明在建系之后
5代以内可以检测到单倍体的细胞亚群存在, 但是当
传代至10代左右便彻底消失了。核型分析实验同样
也印证了这一结果。此外, 我们还设计了一个更加
严格的显微注射实验去证明单倍体胚胎干细胞的

存在。2009年新加坡国立大学的科学家发现, 将鱼
类单倍体胚胎干细胞注射入鱼卵中可以使卵子“受
精”, 并且发育成一个完整的个体[12-13]。考虑到哺乳

动物中基因印记的影响, 我们选择了孤雄单倍体胚
胎干细胞来开展这一实验。我们选取低代次的小鼠

A: 孤雌单倍体胚胎干细胞的建立和应用; B: 孤雄单倍体胚胎干细胞产生转基因小鼠。
A: derivation and application of pathenogenetic embryonic stem cells; B: generation of transgenic mice from androgenetic haploid embryonic stem cells.

图1  转基因单倍体胚胎干细胞的获得
Fig.1  Generation of transgenic haploid embryonic stem cells
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孤雄单倍体胚胎干细胞(5代以内)进行卵母细胞胞
浆内注射, 然后将得到的胚胎经氯化锶化学激活再
移植回假孕母鼠的体内。由于只有二倍体的动物

才能够发育到期, 单倍体、三倍体和四倍体胚胎的
发育能力受限, 因此如果能够获得到期动物, 则证
明注射的细胞为单倍体干细胞, 反之也能证明孤雄
单倍体胚胎干细胞可以替代精子与卵母细胞融合

完成发育。我们分别选取处于G0/G1期和处于M期
的孤雄单倍体胚胎干细胞进行注射; 对于G0/G1期

的孤雄单倍体胚胎干细胞, 我们凭借观察挑取直径
在8-10微米的光滑核质均匀的细胞得到; 而M期的
孤雄单倍体胚胎干细胞, 我们则通过秋水仙素对其
进行同步化处理后, 挑选直径在10-12微米的能明
显可见纺锤体的细胞得到。通过上述办法我们于

2011年8月获得了首只孤雄单倍体胚胎干细胞注射
得到的到期胎儿, 从而最终严格地确认了单倍体胚
胎干细胞的存在, 并具有可替代精子的特性。

2011年, 国际上单倍体干细胞的研究取得了重
大的突破, 英国剑桥大学的科学家首次报道了小鼠
孤雌单倍体胚胎干细胞系的建立[14], 随后奥地利科
学家也报道了类似的工作[15]。他们通过流式分选技

术建立了稳定的孤雌单倍体干细胞系, 并进行了初
步的遗传学筛选研究, 表明这一类哺乳类的单倍体
胚胎干细胞也是进行遗传学筛选研究的优良工具。

但他们的研究存在一定的局限性, 例如, 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能够实现这一过

程, 我们之前的实验也初步证实了这一假设。因此, 
我们针对这些问题开展了更加深入的研究。

根据我们之前的实验结果, 我们改进了流式分
选技术, 从而更容易获得稳定的小鼠孤雄单倍体胚
胎干细胞系。为了使荧光染料Hoechst33342与孤雄
单倍体胚胎干细胞的DNA更牢固地结合, 我们在染
色的过程中加入了钙泵抑制剂-Verapamil, 使染色更
加充分, 单倍体的富集更加的精准。利用这一技术, 
我们迅速地建立了27株孤雄单倍体胚胎干细胞系。

3   单倍体胚胎干细胞分化潜能和表观遗

传特性
这些孤雄单倍体胚胎干细胞具有典型的小鼠

胚胎干细胞(ES)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
缺陷鼠体内可以分化形成含三胚层细胞的畸胎瘤, 
但流式分析结果表明, 所有的分化细胞都已经变成
二倍体细胞, 因此, 单倍体胚胎干细胞是否必须先二
倍化以后才具有分化能力, 当时并不清楚。于是, 我
们利用携带绿色荧光蛋白(GFP)和多能性报告基因
(Oct4-GFP)的孤雄单倍体胚胎干细胞分别进行了嵌
合体制作实验, 根据对单倍体来源的荧光细胞进行
DNA含量分析来解答这一重要问题。结果表明, 只
有在胚胎发生的第6.5天(E6.5)的嵌合体胚胎中能够
检测到单倍体细胞的存在, 而在E8.5以后便没有检
测到单倍体细胞的存在。后来分析成年嵌合体动

物的心、肝、脾和肾四个器官, 发现单倍体细胞在
终末分化的成体器官中已全部二倍体化。但是, 在
Oct4-GFP背景的孤雄单倍体胚胎干细胞所形成的
E12.5的嵌合体胚胎的生殖嵴中, 仍然能检测到表达
Oct4-GFP阳性的细胞, 证明孤雄单倍体胚胎干细胞
也具有生殖系嵌合的能力。综上所述, 我们得到的
孤雄单倍体胚胎干细胞是一类具有多能性的胚胎干

细胞, 尽管可能需要经历二倍体化过程才能具有分
化能力。

鉴于我们早期实验中发现的孤雄单倍体胚

胎干细胞的表观遗传特性, 我们开始研究孤雄单
倍体胚胎干细胞获得转基因动物的可行性。我

们对早期的注射实验进行了优化, 借助低浓度的
Hoechst33342对孤雄单倍体胚胎干细胞进行染色, 
然后借助FACS分选的方法得到处于G0/G1期的细胞, 
这样不仅使荧光染料对细胞的毒害降低, 同时得到
高纯度的G0/G1期的单倍体细胞, 大大提高了我们注
射实验获得动物的效率。我们对随机挑选的6个孤
雄单倍体胚胎干细胞系进行卵母细胞胞浆内注射实

验, 总共获得了24只发育到期的小鼠, 其中有10只健
康发育至今。

通过亚硫酸氢盐测序检测发现, 这些孤雄单倍
体胚胎干细胞带有精子特有的父源印记, 但与传统
的孤雄胚胎干细胞类似, 其印记并不稳定, 在体外
培养过程中逐渐向正常受精来源的胚胎干细胞转
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变, 即母源印记基因也开始表达。随着细胞传代, 孤
雄单倍体胚胎干细胞中的某些印记基因(如Snrpn、
H19)会部分丢失父源印记, 这种印记的丢失对动物
的存活存在重要影响, 在我们获得的24只动物中, 有
14只存在发育滞缓等异常而夭折。

4   单倍体胚胎干细胞在转基因研究中的
应用

实验结果表明, 孤雄单倍体胚胎干细胞既具有
无限增殖和多能性等胚胎干细胞的特点, 又具有能
够使卵母细胞“受精”而得到健康动物的能力。所以
我们尝试利用孤雄单倍体胚胎干细胞进行转基因研

究, 并借助卵母细胞胞浆内注射的方法, 直接获得转
基因动物。我们挑取了一个携带GFP, 并且能够使
卵母细胞受精而获得健康动物的细胞系AHGFP-4进
行转基因研究。我们将携带新霉素抗性基因(Neor)
的质粒电转到该细胞系中, 通过G418药物筛选后, 
我们随机挑取了12个具有新霉素抗性的亚克隆细胞
系, 然后将这12个亚系经过扩增后, 利用FACS将其
分选, 最终得到了6个仍然维持单倍性并且整合了目
的基因的细胞系, 具体方法如图1所示。我们随机选
取其中的两个转基因细胞系进行卵母细胞胞浆内注

射实验, 得到了23个到期的转基因动物, 这些动物全
部携带新霉素抗性基因, 其中有6只存活至今。由此
证明, 孤雄单倍体胚胎干细胞是一类可以进行遗传
学筛选的优良的工具细胞, 并且可以将引入的转基
因突变传递到动物水平, 从而形成了一种新型的构
建转基因动物的体系。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[16]。

科学家已经利用孤雌单倍体胚胎干细胞开展

了基因筛选的工作, 证实单倍体胚胎干细胞可以成
为基因功能研究的重要工具[14-15]。同时, 孤雄单倍
体胚胎干细胞具有使卵母细胞受精并获得转基因动

物的, 结合功能基因筛选和替代精子的能力, 单倍体
干细胞将大大加速功能基因在细胞和个体水平的研

究。单倍体干细胞还为不具备生殖系嵌合能力的胚

胎干细胞的物种提供了一种新的获得转基因动物的

研究线索, 也为辅助生殖研究提供了一个新的研究

平台。另外, 单倍体胚胎干细胞还存在诸多问题值
得研究, 例如单倍体胚胎干细胞的倍性维持机制目
前并不清楚; 单倍体胚胎干细胞的印记的维持机制
也不明确, 这些问题的解决均将推动单倍体细胞在
遗传学筛选中的应用。
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