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在恒河猴基因组学框架下研究人类演化与调控
钟晓明，申　晴，彭继光，李玉梅，李川昀*

(北京大学分子医学研究所，北京 100871)

摘　要：恒河猴作为人类近缘的模式生物，在基础与转化医学研究中具有独特优势，但其应用受到功能基

因组学数据匮乏、基因结构混乱、研究平台缺乏等限制。近年来，深度测序技术的发展为突破这些技术瓶

颈提供了机遇。现综述在深度测序技术支撑下，以恒河猴为背景开展的基因组学与分子演化研究，以期抛

砖引玉，推动非人灵长类领域的研究进程。
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Understanding human biology in the genomic context of
rhesus macaque

ZHONG Xiao-Ming, SHEN Qing, PENG Ji-Guang, LI Yu-Mei, LI Chuan-Yun*
(Institute of Molecular Medicine, Peking University, Beijing 100871, China)

Abstract: With human-comparable genome sequence and the advantages as model animal, rhesus macaque poses a 
unique model in molecular and translational study of human diseases. Despite these unique advantages, several 
unresolved issues have limited the current use of the model--inadequate functional genomics annotations, error-
prone gene models, and lack of a platform for visualizing and assessing high-throughput data. With the development 
of the deep sequencing technology, some of these key issues have been addressed these years. Here we summarized 
the monkey genomics and molecular evolution studies we performed in the deep sequencing era.
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恒河猴 (rhesus macaque) 作为非人灵长类模式

动物，兼具模式动物环境因素可控、取材检测方便

以及基因组和生理病理接近人类的优势，为研究人

类演化与复杂疾病提供了独特视角，极大地推动了

分子演化、神经科学、行为学、病理学等多个学科

的发展 [1-4]。然而，恒河猴资源稀缺，且存在功能

基因组学数据匮乏、基因结构注释混乱、研究平台

不成熟等技术瓶颈，限制了其应用 [5]。近年来，深

度测序技术的发展为解决这些问题提供了契机。本

文将综述在这一时代背景下，以恒河猴为研究视角，

探究人类演化与调控的部分工作，以期抛砖引玉，

推动非人灵长类领域的研究。

1　恒河猴研究的优势与瓶颈

作为人类近缘的模式生物，恒河猴与人类的分

歧时间约为 2 500 万年，其基因组与人的相似性约

为 93%[6]，在研究人类演化与复杂疾病方面具有独

特优势。一方面，相比于以人类为研究对象的研究

工作，恒河猴作为模式生物取材方便，且环境因素

可控，机制研究容易深入。例如，可以获取同一恒

河猴个体的多个组织，避免个体差异对研究的影响。

同时，其可控的饲养条件有利于减少环境因素对研

究的干扰。另一方面，相较于小鼠等模式生物，恒

河猴与人类的亲缘关系更近，相应的研究成果更容

易转化到人类。此外，恒河猴主要分布在我国南部，

使得在我国开展恒河猴研究具有独特的资源优势。

基于这些优势，恒河猴已被广泛应用于药物研

发、行为学等细胞、个体层面的研究中。例如

Ohkawa 等 [7] 利用恒河猴为实验动物，系统研究了

SIV (simian immunodeficiency virus) 疫苗引起的免

疫反应，辅助了疫苗研发。然而，相较于细胞、个

体层面的应用，恒河猴在分子层面的研究则要少很

多。造成这种现象的原因，主要包括恒河猴匮乏的

功能基因组学数据、混乱的基因结构注释，以及不

成熟的研究平台。早期分子生物学数据主要依赖于

费时费力的第一代测序方法，极大限制了数据产出，

如恒河猴的表达序列标签数据 (EST) 还不足人类的

1%[5]。数据的稀缺则进一步增加了对恒河猴基因组

进行拼装和基因结构注释的难度。一方面，由于用

于拼接恒河猴基因组的数据覆盖度不高 ( 仅为 5×
左右 [6])，造成恒河猴基因组序列不准确、存在漏洞、

错误拼接等问题，进而产生了诸如移码突变、外显

子缺失等基因注释的错误 [8]。另一方面，由于针对

恒河猴的转录组数据较少，猴 90% 以上的基因结

构源于预测，质量差，极大地阻碍了对恒河猴基因

的功能研究。此外，这些注释信息主要分散在文献

和多个二次数据库中，缺乏对数据的有效整合与利

用。长期以来，MGI [9]、FlyBase [10]、WormBase [11]

对小鼠、果蝇、线虫等领域的研究起到巨大的推动

作用，如果能在非人灵长类研究领域填补这一空白，

将为开展特色的猴基因组医学研究铺平道路。

2　解决恒河猴基因组学研究存在的三个技术

瓶颈

如前所述，恒河猴作为非人灵长类模式动物，

为研究人类演化与复杂疾病提供了独特视角。但恒

河猴研究存在功能基因组学数据匮乏、基因结构注

释混乱和研究平台不成熟等技术瓶颈，限制了其应

用。近年来兴起的深度测序技术为解决这些技术瓶

颈提供了契机。

2.1　解决猴功能基因组学数据匮乏问题

深度测序技术以其高准确性、高灵敏度、高通

量、低成本的优势，为解决上述技术瓶颈问题提供

了基础 [12-13]。笔者首先建立了包含 120 个个体、56
种组织的恒河猴组织样本库，并开发了完善的生物

信息学分析与评估流程，对 24 只恒河猴进行了全

基因组测序，对恒河猴多个体、多组织开展了系统

的全转录组研究，并进行了多个调控层次的组学研

究，总测序片段数达 1 000 亿条，对恒河猴基因组

和转录组的覆盖率分别达到 99% 和 98%。与 2011
年笔者进入这个领域时相比，目前对恒河猴的功能

注释数量有了大幅的提升，极大地丰富了对恒河猴

基因组的认识，也为解决恒河猴基因结构注释混乱

等瓶颈问题提供了基础。2011 年以来，领域内进一

步对更多调控层次的数据进行了研究，如转录起始

位点和蛋白质 - 核酸相互作用等
[14-17]，进一步完善

了对恒河猴基因组、转录组复杂性的认识，为研究

人类演化与复杂疾病机制提供了全新的切入点。

深度测序技术产生的大量数据有效地解决了恒

河猴数据匮乏的问题。然而，这些数据在原始样本

质量、处理条件、测序平台上存在的差异会对后续

的分析造成影响。因而，开发一套标准化的处理流

程，对这些数据进行系统的分析、评估和整合是非

常必要的。笔者根据各类深度测序研究的性质，制

定了相应的评估体系 [18]。以转录组测序数据为例，

一套好的测序数据需要具备以下特性：(1) 较高的

RNA 样本完整性；(2) 较高的碱基测序质量和较长

的测序片段，以保证测序片段回贴的准确性；(3)
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测序片段保留转录本链特异性；(4) 转录本外显子

区的测序片段覆盖密度要远高于内含子区和基因间

区；(5) 测序片段在转录本上的覆盖度是均一的；(6)
绝大部分的转录区测序片段覆盖度较高。根据上述

条件，笔者从 9 个方面对每一套 RNA-Seq 数据进

行评估，最终得到代表每套数据质量的标准化分数。

当研究对数据质量要求很高时，可根据上述得到的

质量分数，过滤掉低质量数据。此外，打分系统中

每一分项的分数也有重要的参考意义，如针对双向

转录的研究，应选择分链项得分较高的数据进行研

究。类似地，笔者开发了针对全基因组重测序、外

显子组测序、CLIP-Seq、ChIA-PET、Poly (A)-Seq、
Small RNA-Seq、ChIP-Seq 等测序数据的评估体系，

对 1 600 多套深度测序数据进行了系统的分析、评

估和标准化 [18]，为系统开展恒河猴基因组学研究建

立了数据标准。

2.2　实现对恒河猴基因结构的精确修正

由于恒河猴转录组研究较少，猴 90% 以上的

基因结构源于预测，质量差，是该领域研究的主要

技术瓶颈之一。由于 RNA-Seq 的测序片段来源于

转录组，一方面，测序片段在基因组上的位置标识

了转录活性区域，其密度代表了该区域的转录水平，

可用于对外显子位置的粗略定义；另一方面，跨越

多个外显子的测序片段，可用于对内含子 - 外显子

边界进行精确定义。利用这一特征，笔者开发了相

应的基因结构修正算法，运用 60 亿条 RNA-Seq 自

产测序数据，精确定义了猴全基因组两万多个基因

的精细结构 [5]，发现之前该领域对高达 28.7% 的基

因结构注释存在错误，包括错误的内含子 - 外显子

边界、错误的非翻译区 (UTR) 边界，以及丢失的外

显子和转录本。进一步，通过比较修正前后内含子

区域与外显子区域在测序片段密度分布、跨物种保

守性分值以及转录本特定区域的序列特征分布 ( 如
剪切位点信号、Poly(A) 信号、转录起始位点信号

等 )，确认修正后的基因结构是准确的 [5,18]。

由于上述用于基因结构修正的数据来源于同一

个恒河猴个体，为了确保上述发现的错误并非反映

了个体间的差异，笔者进一步对 97 套恒河猴 RNA-
Seq 数据进行了整合与重分析，涵盖了来自 38 个个

体、18 种组织类型的恒河猴样本，总数据量是第一

次修正的 9.7 倍。在此基础上，进一步对恒河猴基

因结构进行了精细修正和评估，验证了之前绝大部

分的修正结果 [18]，仅有少量新错误被发现 ( 被修正

的比例从 28.7% 提高到 30.2%)。总之，经过上述两

次修正，恒河猴基因结构注释混乱的问题已得到妥

善解决。

2.3　恒河猴“一站式”基因组知识库RhesusBase
长期以来，FlyBase (http://flybase.org)、Worm Base 

(http://www.wormbase.org)、MGI (http://www.informatics. 
jax.org) 等著名的模式动物数据库通过对相应物种

注释信息的系统整合，对果蝇、线虫、小鼠等领域

的研究起到巨大的推动作用。而非人灵长类研究领

域的数据信息则主要分散在文献和多个二次数据库

中，缺乏对数据的有效整合与利用。随着深度测序

技术的产生与发展，这一问题显得尤为突出：一方

面，不同的功能基因组学数据源自不同的实验平台

和分析流程，缺乏标准化，严重影响着对这些数据

的整合与解读；另一方面，对这些组学数据的分析

和解读需要大量的计算资源，以及专业的生物信息

学技术支持，导致生物学家很难使用这些数据用于

假设驱动的机制研究。

笔者采用上述纠错修正后的精细的恒河猴基因

框架图，在自产数据基础上，进一步整合并重新分

析了 1 667 套组学数据和 65 个在线数据库，构建了

一个集基因结构、表达、调控、遗传变异、疾病、

功能及药物开发等信息于一体的恒河猴“一站式”

基因组知识库 RhesusBase (http://www.rhesusbase.org)，
总功能注释多达 76 亿条。近期，又陆续开发了分

子演化界面 (molecular evolution gateway)、转化医

学界面 (translational medicine gateway) 和群体遗传

学界面 (population genetics gateway)，建立了基因页

面、基因组浏览器、iPhone 手机 APP 等多个访问

界面，以方便用户对 RhesusBase 基因组大数据的

检索与分析。

仅以基因表达数据为例，针对用户感兴趣的基

因，可以直接从 RhesusBase 基因页面中获得该基

因在 97 个恒河猴样本、105 个人类样本和 58 个小

鼠样本中的表达情况，这些表达数据均基于对

RNA-Seq 原始数据在同一分析平台下细致的分析、

评估与标准化，可直接用于物种、组织、个体间的

比较分析。此外，用户还可以获取由表达芯片技术

和原位杂交技术 (in situ hybridization) 鉴定得到的多

组织、多发育时期的表达谱数据，为进一步的功能

研究提供线索。尤其重要的是，在 RhesusBase 基

因组浏览器中，可直接展示原始的测序数据，辅助

用户确证表达、转录本结构等信息，并识别新的可

变剪切形式。而 RhesusBase 整合的其他信息，如

跨物种保守性
[5]、转录因子结合位点 [5]、miRNA 调
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控位点 [5]、表观遗传学调控信息 [18]、群体遗传学水

平的自然选择信号 [19] 等，也为理解该基因的功能

提供了新的切入点。

3　在恒河猴基因组学框架下研究RNA编辑调控

如前所述，通过解决恒河猴基因组学研究存在

的 3 个技术瓶颈，尤其是通过建立恒河猴基因组知

识库 RhesusBase，笔者实现了在配置有丰富注释信

息的基因组框架下深入理解基因功能。事实上，这

一整合有转录因子结合位点、miRNA 调控位点、

染色体相互作用、可变剪切等多个调控层次信息的

综合基因组框架，促进了对基因如何发挥功能的研

究，也为研究新调控层次的功能提供了广阔的视角。

接下来将以 RNA 编辑 (RNA editing) 调控为例，简

要介绍这一应用。

RNA 编辑可引起基因组与其编码的转录组在

特定位点的序列差异，在个体发育、复杂疾病调控

中发挥重要作用 [20]。早在 1986 年，Benne 等 [21] 就

报道了 RNA 编辑的现象，此后由于技术限制，相

关研究进展缓慢。深度测序技术的发展推动了该领

域的发展，使得能够在全基因组的尺度上发现

RNA 编辑事件。然而，如何准确鉴定 RNA 编辑

位点，仍然是该领域面临的一个技术挑战。已有多

篇评论，如 2011 年发表在 Science 杂志的人类编辑

组集合 [22]，表明 90% 以上是由技术误差导致的假

阳性 [23-25]。在此背景下，人们只能把不同研究工作

呈现出的编辑组异质性笼统地归因于调控“复杂

性”。此外，在灵长类动物中，腺嘌呤 (A) 脱氨基

形成次黄嘌呤 (I)(A-to-I RNA editing) 被认为是这类

调控的主要形式。造成这种现象的原因是腺嘌呤脱

氨基的催化过程依赖于 RNA 腺苷脱氨酶 (adenosine 
deaminases acting on RNA, ADARs) 特异性地识别初

始转录本折叠形成的双链二级结构 (dsRNA) [26]，而

在灵长类中 dsRNA 的形成是由广泛分布于基因组

内的 Alu 重复序列所介导 ( 人类基因组中约有 10%
的区域是由 Alu 元件组成 [27])。由于小鼠等非灵长

类模式生物缺少 Alu 重复序列，近年的研究主要集

中在人类细胞系，故机制研究难以深入，在 RNA
编辑生物学意义的探讨方面存在较大争议。

笔者运用恒河猴作为模式动物和人类近缘物种

的双重优势，对来自同一个恒河猴个体的多个组织

样本进行了基因组和转录组深度测序、质谱和低通

量验证，基于 RhesusBase 对恒河猴基因结构的精

确修正和丰富的功能注释信息，解决了 RNA 编辑

鉴定中的多个技术难点，成功获得了包含三万多个

RNA 编辑位点的恒河猴全编辑组，涵盖猴多组织、

多个体、多发育时期，实验验证率达到 97%，呈现

出高度的准确性、完整性和定量精度 [28]。同时，运

用恒河猴多组织、多个体数据的优势，通过比较不

同组织的 RNA 编辑水平与 ADARs 表达的关系，以

及同一组织内不同编辑位点 RNA 编辑水平与

ADARs 结合序列的相关性，清晰地阐述了 RNA 编

辑其实在很大程度上受控于 ADAR 基因介导的时空

调控，澄清了该领域当前对 RNA 编辑调控“复杂性”

的含糊不当的认识 [28]。

RNA 编辑研究的另一个难点是其整体功能性。

目前虽有个案研究揭示，RNA 编辑可以通过改变

蛋白质的氨基酸组成从而在复杂疾病中发挥作用，

但这些调控多数 (>99%) 位于不编码蛋白质的基因

组区域。这些由高通量测序得到的数以万计的编辑

事件是否在整体上具有生物功能，是该领域悬而未

解的难题。运用恒河猴作为人类近缘物种的优势，

通过跨物种比较，笔者发现自然选择在维持 RNA
编辑组过程中发挥重要作用，为阐明 RNA 编辑的

整体功能性提供了更具说服力的分子演化证据 [28]。

为了探究它们具体通过怎样的调控途径来实现

其功能，笔者进一步针对猴多组织、多个体、多调

控层次开展了系统的组学研究。运用 RhesusBase 的
平台优势，通过比较 RNA 编辑与其他调控层次在时

间和空间上的相关性，笔者首次发现一类由发生

RNA 编辑的长转录本前体经剪切而形成的 piRNA
分子，并将其命名为 epiRNA (editing-bearing PIWI-
interacting RNA)[29]。研究进一步发现，RNA 编辑对

piRNA 生成具有显著的促进作用，而这些发生在

epiRNA 上的 RNA 编辑事件正经历着显著的负向自

然选择作用，提示在人类、恒河猴等灵长类动物中，

与 piRNA 调控的互作可能是 RNA 编辑发挥生物学

功能的主要途径之一 [29]。该项研究在灵长类中首次

建立了 RNA 编辑与 piRNA 调控的功能联系，为针

对这两类调控的机制研究提供了新视角 [29]。

4　在恒河猴基因组学框架下研究人类演化

人类与其他动物在生理病理方面存在巨大差

别，人之所以为人的分子演化基础是什么，这个问

题是人类演化研究领域备受关注的问题之一，也是

Science 杂志总结的重要科学问题之一 [30-31]。恒河猴

作为非人灵长类模式动物，是研究这一问题的完美

模型。一方面，作为人类近缘物种，恒河猴基因组
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与人类差别较小，而相较于黑猩猩等与人亲缘关系

更近的物种，人、猴基因组间较大的差异有利于研

究者在高度相似的基因组背景下进行高精度的比较

基因组学研究，是研究人类特异性基因和调控的完

美对照；另一方面，作为模式动物，恒河猴还具有

环境因素可控、取材方便的优势，机制研究可以深

入。在成功解决以猴为模型开展基因组学研究的三

个主要技术瓶颈后，笔者开始在恒河猴功能基因组

学注释框架下，从新基因和新调控起源的角度，来

探究人之所以为人的分子演化基础。

首先，人类特有基因的产生被认为是导致人类

特异性状的一个重要原因 [32-34]，其起源模式、演化

特征与功能研究越来越受到人们关注。在此类研究

中，利用近缘物种作为外类群对基因的产生时间进

行精确定义，是最为关键的一环。而这对人类近缘

物种的功能基因组学注释精度要求很高。利用

RhesusBase 对恒河猴完善的基因组注释，结合多物

种的比较基因组学研究，笔者准确鉴定得到了 43
例以从头模式起源的人类特有的蛋白质编码基因；

进一步研究发现，这些新蛋白质在黑猩猩和恒河猴

的同源区域多数 (85%) 以长非编码 RNA (lncRNA)
形式存在。有趣的是，它们已具有与人类同源基因

相似的转录结构和基因表达模式，提示这些人类特

有的蛋白质可能起源自具有精细表达和剪切特征的

lncRNA。那么，这些人类特异的新蛋白究竟是功

能性的，还是仅仅代表一些翻译层面的噪音？从群

体遗传学的角度，通过对目标区域进行捕获测序，

笔者获得了这些区域在 82 个恒河猴个体中的遗传

多态性图谱。在此基础上，通过整合 67 个人的公

共全基因数据，并辅以分子生物学实验验证，发现

这些以从头模式起源的人类特有新基因，在人类群

体中其外显子区的群体突变率 (θw) 和核苷酸多样性

(π) 均小于内含子区，其蛋白质编码区非同义突变

水平明显低于同义突变，且倾向于低频分布 [35]。而

在对应的猴群中，这些分布均没有显著性差别。这

一自然选择信号仅在人群中发现，提示这些新基因

编码的蛋白质可能已经发挥了人类特有的生物功

能 [35]。据此，笔者提出“蛋白质的 lncRNA 起源假

说”，认为 lncRNA 是新蛋白诞生的温床，并明确

了由 lncRNA 逐步产生功能蛋白的详细过程。这一

假说不仅为研究人类特异性性状提供了新基础，也

为认识 lncRNA 的功能提供了新角度，得到了国际

同行的广泛认可 [36-39]。

全新基因的引入可以触发新性状，而发生在已

有基因上的新调控也有可能是新性状的源泉 [40]。例

如，通过对人、黑猩猩和恒河猴不同性别肝脏组织

的 RNA-Seq 数据进行分析，Blekhman 等 [41] 发现人

类特有的剪切事件可能与形态发生、组织解剖特征

有关，提示可变剪切在人类演化历程中发挥了重要

作用。人类特异的表观遗传学修饰 [42]、增强子和启

动子 [43]同样可能导致新性状的产生。基于自产数据，

笔者开发了系统的生物信息学分析流程，实现了在

全基因组水平对猴多个调控层次的精确测定，包括

基因突变、基因表达、基因可变剪切等。这些恒河

猴调控数据的积累为鉴定人类特有调控事件提供了

有效对照。例如，笔者对猴编辑组的总覆盖度已经

超过人类编辑组覆盖度的 10 倍以上，这样，结合

黑猩猩等其他外群数据，就可以准确地鉴定人类特

有调控事件。运用比较基因组学方法，笔者共发现

了 9 295 例人类特有的调控事件，为认识人之所以

为人的分子演化基础提供了新的切入点 [18]。

除了新基因和新调控的产生，保守基因和调控

在人类特异的丢失等因素也可能是人类特异性状的

分子基础。恒河猴功能基因组学数据的完善也为深

入研究这些分子演化过程提供了重要资源。

5　结语

恒河猴作为非人灵长类模式动物，被广泛用于

病理学、行为学等研究中。然而，恒河猴存在功能

基因组学数据匮乏、基因结构注释混乱、研究平台

不成熟等技术瓶颈，限制了这一特色模型在基础与

转化医学研究中的应用。在过去的研究中，笔者将

前沿的深度测序技术引入到非人灵长类研究领域，

深入研究了恒河猴的基因组和转录组，基本解决了

以猴为模型开展研究的三个主要技术瓶颈。然而，

恒河猴基因组学领域仍有一些技术问题亟待解决，

如虽然目前恒河猴基因组的测序覆盖度已达到了

47.4×，但由于测序读长较短，基因组质量仍然不高；

另一方面，虽然第二代测序技术所产生的测序读段

能够实现对转录本局部结构的精细定义，但过短的

序列读长限制了视野，导致无法获知转录本的整体

结构，如多个可变剪切事件在转录本层次是如何搭

配的。近年来，以 PacBio 技术为代表的第三代测

序技术得以快速发展，这些新测序技术的单分子、

长读长特性有望为解决上述技术问题提供契机。

在解决上述技术瓶颈的基础上，笔者进一步以

猴为视角，从新基因和新调控角度探究了人类特异

性状的分子基础，并对 RNA 编辑等新调控进行了
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整体组学层面的研究。这些工作运用了恒河猴作为

人类近缘模式动物的优势，为探究人类演化与调控

提供了大量的新线索。在今后的工作中，这些线索

有待进一步深入研究，以促进对人之所以为人等基

础科学问题的认识。此外，恒河猴基础调控数据的

积累也有望促进以恒河猴为模型的转化医学研究，

发现新的复杂疾病标记物与治疗靶点。
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