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摘　要：灵长类动物因与人类在遗传、生理和神经功能上的高度相似性而使其在生物医学研究领域中占有

非常重要的地位。构建人类疾病的灵长类动物模型，是研究疾病发病机理和探索潜在治疗手段的重要途径，

而通过基因编辑的方法获得灵长类动物模型是研究一些遗传性疾病最可靠的方法。灵长类动物基因编辑技

术先后经历了传统的转基因和精准基因打靶两个时代。对近年来灵长类动物基因编辑研究进行综述，重点

介绍最新的利用核酸酶技术进行精准基因编辑的研究进展。
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Research progress of genome editing in nonhuman primates
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Abstract: Nonhuman primates (NHPs) play an important role in the biomedical field research, due to their 
similarities in genetics, physiological and neurological function to humans. A crucial way to study pathogenic 
mechanism and potential treatment is to establish animal models of human diseases, especially by gene editing 
technology. The research progress in genome editing of NHPs has gone through two periods: one is traditional 
transgenesis and the other is gene targeting. This article gives a brief review about the genome editing in NHPs and 
focuses on precise genome editing technology. 
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利用动物构建人类疾病模型是现代生物医学领

域研究疾病机理及治疗手段的重要方法。与小鼠、

大鼠、兔、鸡、鱼、牛等动物不同，灵长类动物与

人类在遗传背景上具有更高的相似性，它们与人类

在大脑功能、解剖结构、行为和认知功能、代谢过

程以及生殖方式等方面的接近程度是其他实验动物

无法比拟的，因此，灵长类动物在人类疾病，尤其

是神经系统疾病的研究中发挥着更为重要的作用 [1-3]。

利用猕猴、食蟹猴、狨猴、长尾猴、黑猩猩等灵长

类动物构建人类疾病动物模型的研究已有诸多报

道 [4-8]。科学家们已经通过筛选自然突变、药物诱

导以及借助基因工程遗传改造等方法获得了诸多人

类疾病的灵长类动物模型，如帕金森氏症、老年痴

呆等神经退行性疾病 [3,9]。借此，研究者们得以探

索疾病的致病机理，进行疾病诊断，研究新的治疗

方法并最终造福于人类 [2]。对于一些由基因缺陷导

致的遗传性疾病，通过构建转基因灵长类动物模型

加以研究是最直接有效的方法。灵长类动物基因编

辑技术所采用的方法也多种多样 [1-3]。但无论是利用

逆转录病毒或慢病毒介导的基因修饰方法，或是利

用 RNA 干扰技术、精子载体法等都存在较大的外

源基因随机性插入以及不稳定表达等特性，而且可

操作性不强。直到最近几年，借助一类新兴的人工

核酸酶技术 —— 转录激活因子样效应物核酸酶

(transcription activator-like effector nucleases, TALENs)
和系统及规律成簇的间隔短回文重复序列 (clustered 
regularly interspaced short palindromic repects, CRISPR)，
研究者们终于得以实现对灵长类动物基因的定点修

饰，其高效性和精确性是其他方法所无法比拟的，

本文也将重点对这一类方法进行阐述。

1　灵长类动物转基因研究进展

基因编辑即利用实验手段对基因组进行操作，

传统的转基因技术是将外源基因整合到机体基因组

内，而精准基因打靶则是对特定基因的敲除、定点

敲入、激活或抑制。通过对发育初期的动物胚胎进

行基因的改造，继而通过代孕过程并最终获得表达

新的遗传性状的动物是转基因动物模型构建的基本

方法。通过这一过程，科学家得以研究基因功能、

致病机理或基因治疗的方法，相关研究已在发育生

物学、遗传学以及医学领域中广泛开展 [2,4-7]。

早在 1980 年，科学家就已经能够获得转基因

小鼠 [10]。虽然小鼠和人类的基因有非常高的相似性，

也已经被广泛用于人类疾病治疗、药物代谢等领域

的研究，但两者基因表达却存在着巨大差异，包括

蛋白质编码基因和非编码基因 [11]，因此，在小鼠模

型的使用上一直存在争议。直到 2001 年，世界上

才出现第一只转基因灵长类动物 [12]，这只名叫“安

迪”(ANDi，意指 inserted DNA，即 DNA 植入 ) 的
小猴是科学家运用逆转录病毒载体 (retroviral vector)
向猕猴胚胎中引入外源基因，进而通过胚胎移植使

代孕母猴生出转基因小猴。转基因动物的研究从啮

齿类动物到灵长类动物先后花费 21 年的时间，这

主要受灵长类动物生殖周期长、生育数量少、生殖

季节性且饲养条件苛刻等因素的限制 [1-2] ；同时，

灵长类基因组更为复杂，使得实现灵长类动物的基

因编辑更为困难。

传统转基因灵长类动物的方法主要利用逆转录

病毒载体法和慢病毒载体法。继 2001 年 ANDi 诞
生后，2008 年美国科学家利用慢病毒载体 (lentiviral 
vector) 获得亨廷顿氏舞蹈症 (Huntington’s disease, 
HD) 的转基因猕猴模型 [13]，这是第一只转入了人类

疾病致病基因的灵长类动物，不仅有助于研究 HD
的致病机理和探索相应的治疗方案，也使一些遗传

性疾病，如帕金森氏症、老年痴呆症等在灵长类动

物身上进行研究成为可能。2009 年，日本科学家

Sasaki 同样采用慢病毒载体的方法，培育出携带“增

强绿色荧光蛋白 (EGFP)”的转基因狨猴 [14]，其中

两只狨猴转基因性状得以在其生殖系细胞中表达，

并最终成功地将这种性状传递给下一代。该研究首

次证实了在灵长类动物上转基因性状可实现生殖系

遗传。2010 年，中国科学家们成功运用猴源慢病毒

载体 (simian immunodeficiency virus, SIV) 携带绿色

荧光蛋白 (GFP) 基因，培育出国内首例转基因猕猴
[15]，标志着国内灵长类动物转基因平台的建立。

然而，慢病毒载体法依然存在诸多缺陷，如随

机插入的方法可能会影响靶位点基因表达或是引起

突变；另外，插入片段的长度也会受到限制，通常

慢病毒载体只能携带不大于 10 kb 的片段，因而也

给研究带来诸多不确定性和使用限制。因此，科学

家们一直在寻找更为精确高效的基因编辑手段。

2　精确基因编辑技术——核酸酶技术(ZFNs、
CRISPR/Cas和TALENs)在灵长类动物中的研

究进展

随着技术的日新月异，从 2011 年开始，一类

名为“人工核酸酶”的技术已经成为对细胞和动物

个体进行高效、精确基因编辑的一种有力工具。这
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类核酸酶包含 3 种主要类型 —— 锌指核酸酶 (zinc 
finger nucleases, ZFNs)、TALENs 和 CRISPR 系统。

这 3 种技术都基于相似的工作原理：DNA 结合蛋

白的特异性定位，限制性核酸内切酶发挥剪切作用，

以及细胞自身对 DNA 缺口的修复 —— 包括非同源

末端连接 (non-homologous end joining, NHEJ) 和同

源重组 (homologous recombination, HR) 机制 [16-20]。

基于这些原理，理论上科学家们能在任何物种基因

组的任何位置进行操作，从而能在内源序列中引入

特异性修改。开发较早 ZFNs 技术在灵长类动物尚

无成功应用的报道，且该技术存在设计难度大、成

本较高以及严重的脱靶效应等缺点 [16,20]，在应用中

已经逐渐被新的技术所取代。因此，下面将着重介

绍另外两类核酸酶技术。

2.1　TALENs技术开展灵长类动物基因编辑

TALENs 是一种较新的靶向编辑技术，由于

TALE 蛋白的氨基酸序列与靶位点的核苷酸序列相

互对应，通过组合可定制的各类模块，从而能够对

任意核酸靶序列构建 TALENs，在特定位点产生双

链断裂，进而实现基因敲除、敲入和定点突变 [16-18]

( 图 1)。该方法克服了 ZFNs 技术设计难度大、成

本高的缺点，正成为近年来研究基因编辑的有力工

具。TALENs 技术在小鼠身上成功应用并被证实能

够实现生殖系遗传 [21-22]。此外，在斑马鱼和蝾螈等

动物的基因编辑研究中也有报道 [23-24]。

2014 年初，我们的研究组与国内学者合作运

用 TALENs 技术获得了 MECP2( 甲基 CpG 结合蛋

白 2) 基因突变的猕猴和食蟹猴 [25]。同时，在对新

生小猴和流产胎儿的数千份样品的检测分析结果均

证实了不存在脱靶效应，也没有 TALEN 质粒的整

合，充分说明了利用 TALENs 系统对猕猴和食蟹猴

的基因组进行定向改造是十分可行的。这是采用

TALENs 技术成功构建的首个人类疾病转基因灵长

类动物模型。MECP2 编码基因的突变会导致患者

出现“Rett 综合征”( 一种严重影响女孩神经系统

发育的疾病 )。由于 MECP2 基因位于 X 染色体，

在人类的案例中，该位点的突变通常导致雄性胎儿

在妊娠中期发生死亡并流产，仅有雌性胎儿能够顺

利出生并存活，但会在出生后 6~18 个月开始发病，

表现自闭症特点的 Rett 综合征。我们的研究显示，

灵长类动物也会在怀孕期间流产，而雌性猴出生后

也已表现出明显的自闭症特点。此外，我国另外一

个研究组也已经采用 TALENs 技术获得了一只

MECP2 突变的雄性食蟹猴，并且在出生后不久就

夭折了 [26]。两个报道的区别在于我们利用 TALEN
质粒，而另外的报道利用 TALEN mRNA 进行注射。

这些研究表明，利用 TALENs 开展灵长类动物基因

组精确编辑是可行的，未来有望能被更多地用于构

建其他疾病的灵长类动物模型。

2.2　利用CRISPR系统开展灵长类动物基因编辑

“CRISPR”一词其实源于细菌对抗噬菌体的一

种防御机制，它早在多年之前就被发现并报道 [27-29]。

但直至 2013 年，哈佛医学院 Church 的研究组才首

次使用 CRISPR 技术完成 RNA 介导的人类基因组

编辑 [30]。之后，CRISPR技术在研究中不断被改进 [31]。

CRISPR 系统包含两个部分：由 CRISPR 基因座转

录出的 RNA 以及一个 Cas 蛋白，其中最为常见的

是 CRISPR/Cas9 系统 ( 图 2)。相较 ZFN 和 TALEN

(A) TALEN的主要结构包括N端的核定位信号区(NLS)，中部重复序列和C端的Fok 1酶催化区。(B) TALEN作用机制：两个

TALEN的DNA结合域分别结合到各自的目标序列上，两个Fok 1核酸内切酶形成二聚体从而发挥剪切作用。

图1  TALEN结构和作用机制示意图(根据[18]修改)
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技术，CRISPR/Cas9 系统具有诸多优势：(1) 其靶

位点在基因组中分布频率较高；(2) CRISPR/Cas9
的构建方便、快捷；(3)CRISPR/Cas9 在引入定点插

入时更为精确、更具特异性；(4) 能够实现对多个

位点 ( 多于一个位点 ) 的同时切割 [32-34]。不仅在细

胞水平，CRISPR/Cas9 技术在非洲爪蟾、斑马鱼，

小鼠和大鼠等动物上都有被成功进行基因修饰的报

道 [35-38]。

2014 年初，我们与合作者一起成功运用

CRISPR/Cas9 系统培育出了基因定点编辑的灵长类

动物，获得了一对多位点基因敲除的双胞胎食蟹猴 [39]。

这是 CRISPR 基因编辑技术在灵长类动物的首次应

用。更为重要的是，该项研究实现了在一个步骤中

对两个目的基因的同时敲除。在对新生小猴的脐带、

胎盘提取了 DNA 样本进行检测分析之后，并没有

发现脱靶现象的存在。这一研究的成功也意味着对

一些由多基因控制的复杂疾病 ( 例如帕金森氏症 )，
建立基于基因修饰的动物模型已成为可能。我们还

对流产胎儿的生殖系细胞通过单细胞测序技术证

实，这些生殖细胞也实现了基因突变，由此也首次

证明了由 CRISPR 技术介导的基因突变可以实现生

殖系传递
[40]。

3　结语与展望

灵长类动物在生物医学研究领域所扮演的角色

是其他物种所无法比拟的，灵长类基因编辑研究从

最开始随机插入的荧光蛋白标志基因，到真正造成

人类遗传性疾病的致病基因，从对单一位点的改造，

到多位点的定点突变，先后经历十多年时间 ( 图 3)。
在今天，即使是 TALENs 和 CRISPR 技术，也尚处

在研究初级阶段，有许多问题有待研究和改进，如

怎样在灵长类动物上实现外源基因的定点敲入，或

是进一步提高打靶效率以获得纯合的转基因后代。

另一方面，运用核移植 (nuclear transfer, NT) 技术获

得克隆的转基因动物是最为直接可靠的方法，这在

一些物种已经是十分成熟的技术 [41]，但在灵长类动

物尚无成功的报道。随着诱导性多能干细胞 (induced 
pluripotent stem cells, iPSCs) 和一些细胞重编程方法

的发展，目前科学家已经能够获得灵长类动物的克

隆胚胎干细胞系 [42-43]，灵长类 iPSC 细胞系也已经

Cas9复合体通过向导RNA识别目标序列并进行剪切；同时，需要识别位于目标序列之后的PAM序列以保证识别位点的特异

性。

图2  RNA介导Cas9切割目的DNA示意图(根据[18]修改)

图3  灵长类动物基因编辑研究发展历程
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被建立 [44]。未来将基因定向编辑技术与核移植嵌合

体等技术结合起来，将有望更加高效地建立灵长类

动物模型，并逐步开展治疗性克隆等研究。同时，

随着技术的不断更新和改进，人类疾病灵长类动物

模型的建立终将为科学家们深入研究疾病机理和探

索新的疾病治疗手段提供更多可能。
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