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摘　要：非人灵长类疾病模型在生命科学和生物医药领域具有非常重要的地位。近年来，随着经典的靶向

核酸酶 (ZFNs、TALENs 和 CRISPR/Cas9) 基因编辑技术的出现，科学家已经成功获得了多种人类疾病相关

的非人灵长类模型。该文首先介绍了经典基因编辑技术和以此为基础开发的单碱基编辑 (base editing, BE)
以及先导编辑 (prime editing, PE) 技术的研究进展，随后对近年来通过不同基因编辑技术获得的非人灵长类

疾病模型进行了综述，最后对目前已获得的和正在构建的非人灵长类模型的管理、保种以及动物伦理和福

利等方面进行了展望。
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一直致力于实验动物管理和模式动物构建及相关技术的研发工作。2005 年

博士毕业后作为 973 项目子课题“猴生殖生理和转基因猴构建研究”负责人，开

始从事非人灵长类研究工作，并于 2007 年获得中国首批“试管食蟹猴”(PNAS， 
2008)。2009 年入职神经所负责筹建非人灵长类研究平台，经过几年建设和发展

先后建立了基于慢病毒转染的转基因猴构建技术，并获得了具有人自闭症表型的

转基因猴 (Nature，2016) ；建立了基于食蟹猴精巢异种移植和激素注射的成熟加

速技术，缩短了雄性食蟹猴的性成熟时间 (Cell Research，2016 ； Natl Sci Rev， 
2021) ；建立并优化了基于 CRISPR/Cas9 和单碱基编辑系统的大小鼠和食蟹猴基

因编辑技术，并得到了基因敲出和敲入动物模型 (Cell Research，2017&2018 ；

Nature Communication，2018 ； Natl Sci Rev，2019a ；Molecular Therapy，2022) ；
建立了基于第一极体置换的非人灵长类核质置换技术 (Cell Research，2020) ；为

解决现有非人灵长类模式动物构建所面临的嵌合、脱靶、复杂遗传操作困难、遗

传背景不均一和传代时间长等缺陷，带领团队经过 5 年的攻关，在国际上首次建

立非人灵长类体细胞克隆技术 (Cell，2018)，并进一步利用该技术成功构建世界

上首批节律紊乱 BMAL1 基因敲除克隆猴 (Natl Sci Rev，2019b)。
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Construction of non-human primate models based on gene editing technology
CHEN Hong-Yu, LIU Zhen, SUN Qiang*
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Science and Intelligence Technology, Institute of Neuroscience, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract: Non-human primate disease models have a very important position in the fields of life sciences and 
biomedicine. In recent years, with the advent of classical targeted nuclease (ZFNs, TALENs, and CRISPR/Cas9) 
gene editing technologies, scientists have successfully obtained a variety of human disease-related non-human 
primate models. This paper firstly introduces the research progress of classical gene editing technology and single 
base editing (BE) and prime editing (PE) technology developed based on CRISPR/Cas9, subsequently, the non-
human primate disease models obtained by different gene editing techniques in recent years were reviewed, and 
finally, the management, conservation, animal ethics and welfare of the non-human primate models that have been 
obtained and are being constructed are prospected.
Key words: non-human primate models; gene editing; CRISPR/Cas9; base editing (BE); prime editing (PE)

非人灵长类动物 (non-human primates, NHPs) 
是指除人以外的灵长类动物，它们具有许多与人类

相似的生物学特征 , 如发达的大脑、复杂的社会行

为、丰富的视觉感知和强大的物体分辨能力等，具

有解决人类相关疾病问题的独特优势，在疾病发病

机理、治疗策略以及治疗药物开发上都具有重要的

地位 [1]。然而，与人类疾病相关的非人灵长类动物

模型很难以自发突变的方式获得，因此，利用基因

编辑的办法高效地构建基因修饰动物模型对人类相

关疾病的研究至关重要。由于较长的性成熟周期以

及较低的生育率，利用传统转基因法构建非人灵长

类动物模型非常缓慢。CRISPR/Cas9 基因编辑技术

的开发为可控的基因组改造提供了高效、快速而又

廉价的基因操作工具。 
随着以 CRISRP 系统为主的基因编辑技术日趋

成熟，如何将其运用于临床治疗将成为未来生命科

学领域研究的焦点，而非人灵长类疾病模型作为转

化医学的桥梁，在疾病治疗方面将发挥独特的作用。

随着应用的深入，更多安全高效的基于 CRISPR 的

基因编辑工具将被开发出来，也会有更多非人灵长

类动物模型被成功构建。本文就基因编辑技术的研

究进展以及在非人灵长类疾病模型构建中的应用等

方面进行了简要概述。同时，随着非人灵长类动物

模型的数量和种类增加，本文也对其管理、保种以

及规范的使用进行了展望。

1　基因编辑工具的研究进展

最早的基因编辑技术是利用化学法或同源重组

法来实现的 [2-3]。同源重组法主要是基于核酸互补

配对的原则以及内含子自剪切的方法来改造核酸序

列。虽然这些技术因为效率低下、特异性差，并没

有得到广泛的关注和使用，但是为后续基于碱基配

对进行位点特异性基因编辑技术的开发奠定了基础。

1.1　经典基因编辑工具

随着生物科学的进步，一种被称为“人工核酸

酶”的技术已经被广泛应用于细胞以及动物个体的

基因组编辑。目前常用的核酸酶系统包括 3 种：锌

指核酸酶 (ZFNs) 系统、转录激活因子样效应物核

酸酶 (TALENs) 系统和规律成簇的间隔短回文重复

序列 (CRISPR) 系统 ( 图 1)。ZFNs 系统的设计和筛

选难度大，并且锌指蛋白容易发生错配，不仅效率

低，而且周期长，目前还没有在非人灵长类中应用

的报道。TALENs 的编码序列中部包含一段很长的

串联排列的重复序列，这段 DNA 序列编码的氨基

酸能特异性识别并结合到特定碱基上，比 ZFNs 结
合 DNA 序列更稳定，但是针对不同的靶标需要设

计不同的 TALENs 序列，很不经济便捷。在 TALENs
之后，CRISPR 系统快速发展，它由 CRISPR 基因

座转录出的 RNA 以及上游的 Cas 蛋白两个部分组

成，针对不同的编辑位点只需要改变 sgRNA的序列，

在构建上方便快捷，还能实现对多个位点同时进行

编辑
[4-6]。

虽然 ZFNs、TALENs 和 CRISPR 核酶本身的

特征差别比较大，但是它们发挥基因编辑功能利用

了共同的工作原理。核酶先结合到靶标 DNA 位点，

对靶标进行切割产生 DNA 双链断裂损伤 (DNA 
double strand breaks, DSBs)，随后基因组自身的损

伤应答反应被激活 [7-11]。核酶诱导产生的 DSBs 主
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要通过非同源末端连接 (non-homologous end joining, 
NHEJ)、同源重组 (homologous recombination, HR)
以及微同源末端连接 (microhomolog-mediated end 
joining, MMEJ) 等途径来修复。基于不同的 DSBs
损伤修复途径以及不同的修复机器会产生不一样的

基因编辑类型，具体分子机制如下所述。

NHEJ 是一种相对简单的修复方式，首先

Ku70/Ku80 异二聚体识别并结合至 DSBs 位点，拉

近断裂末端并且募集下游 DNA-PKcs 激酶 [12]，随

后断裂的末端可能会被核酶 ( 如 Artemis) 或 DNA
聚合酶 ( 如 Polμ) 等加以“打磨”，生成可兼容的末

端 [13]，最后在连接复合物 (DNA ligase IV、XRCC4
等 ) 作用下将损伤的末端直接相连 [14-15]。这是一种

容易发生错误的损伤修复方式，在细胞周期各个阶

段中都能发生，但主要发生在 G1 期。断端的随机

连接可能会产生脱氧核苷酸的插入或缺失 (insertion 
or deletion, Indel)，最终导致基因敲除 [16-17]。HR 是

一种相对比较复杂但不易出错的修复方式，主要发

生在 S 和 G2 期
[17]。HR 修复起始于 DSBs 末端的剪

切，由 MRN (MRE11-RAD50-NBS1) 复合物和 CtIP
以及其他外切核酸酶共同完成，产生 3′ 单链 DNA 
(ssDNA)。ssDNA 迅速被单链结合蛋白 RPA 结合，

随后重组酶 RAD51 在 BRCA2 的介导下代替 RPA，

形成核蛋白纤维寻找并入侵其同源链，以同源链为

模板合成新链，精确地修复损伤的 DNA[18]。HR 能

通过供体DNA模板或同源重组的寡核苷酸 (ssODN)

实现精确的基因编辑。除了 NHEJ 和 HR 以外，模

板 DNA 的靶向结合还可以通过 MMEJ 途径来完成，

其与 HR 相似，能向基因组中插入长的外源 DNA[19]。

MMEJ 主要利用损伤区域的微同源片段 (2~25 bp)
发生退火反应，将断裂的 DNA 重新连接在一起 [20]。

MMEJ 修复 DSBs 损伤常会造成连接处发生微同源

片段的缺失，甚至导致基因重排，造成基因的敲除。

研究表明，MMEJ 途径存在于植物、细菌、人类等

多种类型细胞中，同时 MMEJ 途径也被应用在对哺

乳动物细胞、斑马鱼和青蛙胚胎定向插入外源性供

体 DNA 的研究中 [21-23]。

1.2　单碱基编辑工具

越来越多的证据表明，CRISPR/Cas9 会造成基

因组 DNA 片段的 Indel、易位和碎裂，这是由 Cas9
切割产生的 DSBs 引起的。因此，研究人员对 CRISPR/ 
Cas9 系统进行了多种改良，以不依赖 DSBs 的方式

开发新型基因编辑工具。David R. Liu 团队 [24-27] 于

2016 年开发的单碱基编辑器 (base editor, BE) 为基

因编辑开辟了新的方向 ( 图 2)。目前有两种主要的

DNA 单碱基编辑，即胞嘧啶碱基编辑 (cytidine base 
editor, CBE)[24] 和腺嘌呤碱基编辑 (adenine base editor, 
ABE)[26]。这两种碱基编辑器目前可以实现所有嘧

啶到嘧啶以及嘌呤到嘌呤的碱基转换。因为大多

数已知的天然脱氨酶作用于 RNA，少数作用于 DNA
的例子也只是对单链 DNA (ssDNA) 有效 [28]，所以

CBE 和 ABE 在设计上是利用催化活性被破坏的 Cas

图1  ZFNs、TALENs和CRISPR/Cas9基因编辑工具示意图
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核酶在 sgRNA 的引导下结合到靶标 DNA 链，导致

含有 PAM 的 DNA 链形成一个 R 环 [29-30]，使脱氨

酶在 R 环处的 ssDNA 上进行有效的脱氨反应。

CBE 可实现 C 到 T 的高效碱基转变，主要由

sgRNA、Cas9 蛋白和胞嘧啶脱氨酶 3 个原始组件构

成。胞嘧啶脱氨酶与 Cas9 蛋白 (nCas9/Cas9n) 融合

形成复合体，在 sgRNA的引导下结合到基因组位点，

在特定窗口内将非互补链上的胞嘧啶 (C) 脱氨基形

成尿嘧啶 (U)，再通过 DNA 的复制 / 修复过程形成

胸腺嘧啶 (T)，最终实现由 C·G 到 T·A 的置换。ABE
工具能够将 A·T 置换为 G·C，它的原理与 CBE 类似，

但是用腺苷脱氨酶代替胞苷脱氨酶 [26]。ABE 工具

开发的主要障碍是缺乏已知的可作用于 ssDNA
的天然腺嘌呤脱氨酶 [31]，并且最初在 HEK293T 细
胞中未观察到 A·T 到 G·C 的编辑 [26]。因此，科研

人员将来自大肠杆菌的 tRNA 特异性腺苷脱氨酶

TadA 进化，产生一种具有活性的 eTadA*，并将其

作为 ABE 中的腺苷脱氨酶。

SNP 是导致人类遗传疾病的最常见的突变类

型。碱基编辑可以修正 70% 以上的疾病相关 SNP，
并且避免了由 Cas9 核酶引起的 p53 激活，将 DSBs
的不良后果降至最低 [32]。然而，BE 必须在约 4~10
个核苷酸的狭窄窗口内区分目标碱基和周围的碱

基，因此很容易导致旁边的胞嘧啶或者腺嘌呤发生

脱氨 [33]。与传统的基因编辑一样，碱基编辑的另一

个潜在问题是脱靶效应。近年来，全球多个实验室

针对 BE 进行了优化，包括中科院脑科学与智能技

术卓越创新中心杨辉、上海科技大学的陈佳、华东

师范大学的李大力、中科院遗传发育所的高彩霞、

哈佛大学的 J. Keith Joung 和韩国首尔大学的 Jin-Soo 

Kim 等多个著名团队。

1.3　先导编辑工具

虽然 BE 能够实现碱基之间的转换，但是实现

不了碱基从嘧啶到嘌呤之间的颠换。2019 年，David 
R. Liu 团队 [34] 通过将 CRISPR 与逆转录酶结合在一

起，开发了一种被称为先导编辑 (prime editing, PE)
的全新精准基因编辑工具。PE 在不引入 DSBs 以及

供体 DNA 模板的情况下就能够介导靶标基因组位

点的定向插入、删除和以及所有 12 种可能的碱基

之间的转换或颠换 ( 图 2)。PE 由连接到逆转录酶

的 nCas9 (H840A) 和 pegRNA 两个部分组成。pegRNA
不仅结合特定的 DNA 序列，还包含新的遗传信息

作为模板来合成新的DNA链。在pegRNA的引导下，

编辑工具首先与特定的目标 DNA 序列结合，Cas9
的 RuvC 核酸酶结构域切割含有 PAM 的 DNA 链。

为了将编辑后的序列从 pegRNA 转移到目标 DNA，

逆转录酶读取 RNA 并将相应的碱基连接到切口

DNA 的末端，然后 DNA 修复机器将新链引入目标

位点。

PE 理论上可以纠正与人类遗传疾病相关的大

多数基因突变，没有编辑窗口的限制，可以实现任

意碱基的转换或颠换、小片段 DNA 的插入和删除，

具有高度特异性和低脱靶率，为临床治疗中的基因

组编辑奠定了基础 [34]。尽管 PE 已成功应用于人类

细胞系及原代有丝分裂后小鼠皮层神经元，但编辑

效率因未知因素而异。进一步了解影响 PE 效率的

因素将有助于提高 PE 应用的能力和范围。

2　非人灵长类疾病模型研究现状

常用的非人灵长类实验动物主要包括食蟹猴、

图2  不同的基因编辑工具可实现不同的基因编辑需求
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恒河猴及绒猴。随着基因编辑技术的不断发展，

科学家们已经能够成功地修改非人灵长类动物的

遗传信息并创造新的特征。目前，基于胚胎时期

基因敲除 (knock-out, KO)、单碱基编辑 (BE)、基因

敲入 (knock-in, KI) 以及基于体细胞基因编辑等方

法，科学家们已经获得了多种类型基因修饰的疾病

模型猴。

2.1　基于胚胎KO构建的非人灵长类模型

自 TALENs 技术开发以来，在斑马鱼 [35]、蝾

螈 [36] 和小鼠 [37] 等动物上都成功地实现了基因编辑，

并且在小鼠上也能实现生殖系的传递。近年来，

TALENs技术在非人灵长类上也得到了广泛的应用。

MeCP2 是一个位于 X 染色体上的纯合致死基因，

对哺乳动物的学习记忆能力有着重要的影响，与 
Rett 综合征 (RTT) 和自闭症谱系障碍 (ASD) 高度相

关。2014 年，昆明理工大学季维智教授团队 [38] 利

用 TALENs 质粒注射食蟹猴受精卵，首次成功构建

了 MeCP2 基因突变的猕猴和食蟹猴模型，并且验

证发现基因组内并没有脱靶和随机整合的情况。同

年， 中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心孙

强与仇子龙团队 [39] 共同合作，利用 TALENs mRNA
注射食蟹猴胚胎并移植，获得了一只 MeCP2 突变

的雄性食蟹猴，但是可能由于这个致病位点的性别

特殊性，雄性猴出生后不久就夭折了。此外，Chen
等 [40] 在 2017 年利用 TALENs 靶向食蟹猴 MeCP2
基因，成功获得了 RTT 疾病猴模型，该猴具有跟

临床患者极为相似的特征，如社交障碍、刻板行为

以及睡眠障碍等。MCPH1 基因与人类大脑的进化

有关，MCPH1 突变会导致小头畸形并伴有智力迟

钝。2016年，中山大学的项鹏团队与国内多家单位 [41]

共同合作，利用特定靶标的 TALEN mRNA 注射猕

猴胚胎，经过移植后出生了携带双亲 MCPH1 突变

的基因修饰疾病模型猴。MCPH1 突变猴与正常猴

相比头围明显减小、染色体早凝 (PCC)、胼胝体发

育不良和上肢痉挛，再现了大多数患者身上的临床

特征。此外，在 MCPH1 突变的皮肤成纤维细胞中

再表达正常 MCPH1 蛋白，可以拯救 PCC。阿尔茨

海默病 (Alzheimer’s disease, AD) 是人类最常见的神

经退行性疾病，早期表现为记忆缺陷，随后表现为

认知功能的下降。大多数引起 AD 的家族性突变存

在于 PSEN1 基因中，通常 PSEN1 基因的外显子 9
缺失突变或者是外显子 9 的 3′ 剪接位点发生点突变

会导致显性遗传的家族性 AD[42]。2021 年，日本科

学家使用 TALENs 核酶破坏狨猴的 PSEN1 基因中

外显子 9 的 3′ 剪接位点，从新生狨猴中获得的成纤

维细胞表现出 PS1 内蛋白水解的扰动以及 Aβ42/
Aβ40 产生的比率增加，这些是家族性 AD 发病的

重要特征。这是世界上首次获得非人类灵长类动物

家族性 AD 模型 [43]。

自 2013 年 CRISPR 系统被开发以来，因其操

作门槛低，迅速替代 TALENs 技术，被广泛应用到

非人灵长类疾病模型的构建中。2014 年，国内科学

家通过胚胎显微注射靶向多个基因位点 (Ppar-γ、
Rag1 和 Dax1) 的 sgRNA，成功获得 Ppar-γ和 Rag1
两个基因双敲的食蟹猴模型 [44]。有趣的是，研究人

员在健康出生的后代中并没有发现 Dax1 位点的编

辑，但是在移植后未足月的胎儿中看到了 Dax1 位

点发生了广泛的修饰。在一个雄性胎猴中，Dax1
的靶向突变存在于大多数体细胞组织和性腺中，导

致睾丸退化和肾上腺皮质异常发育。患有 DAX1 突

变的人类会出现一种 X 连锁遗传性综合征，即先

天性肾上腺发育不良 (AHC)。患者通常在婴儿期出

现肾上腺功能不全，后来由于与无精子症相关的

性腺功能低下 (HH) 而无法进入青春期 [45]。这只

Dax1 突变的雄性胎猴再现了人类 AHC 和 HH 疾病

症状，为使用 CRISPR/Cas9 通过靶向基因组工程获

得人类疾病的猴子模型提供了原理证明 [46]。P53 基

因在肿瘤发生以及其他人类疾病中具有重要的调节

功能。国内科学家通过在受精卵中注射靶向 p53 的

优化后的 Cas9/sgRNA 组合，一次性获得了 p53 双

等位基因突变的食蟹猴，体现了在猴子胚胎中进行

HR 驱动的精确基因编辑的可行性，可用于构建更

稳定可靠的人类遗传缺陷的非人灵长类疾病模型。

抗肌萎缩蛋白 (Dys) 主要分布于心肌和骨骼肌细胞，

可以保护肌细胞膜在肌肉收缩时不受损伤。Dys 基
因突变会引起杜氏肌萎缩症 (DMD)。将 Cas9 mRNA
和靶向 Dys 基因的 sgRNA 注射进猕猴胚胎中，构

建出 DMD 疾病模型猴，发现在雄性和雌性猴子中

都能成功诱发突变，并且早期的 DMD 症状伴随着

明显的 Dys 蛋白水平降低以及肌肉的退化 [47]。昼夜

节律失调会导致身体功能障碍和疾病，如睡眠障碍、

代谢疾病、心血管疾病、免疫疾病和肿瘤、出生缺

陷和生殖问题，以及神经和精神疾病 [48-49]。然而，

关于昼夜节律系统如何影响这些疾病或昼夜节律调

节成分等知之甚少。2019 年，中国科学院脑科学与

智能技术卓越创新中心孙强与张洪钧团队合作使用

CRISPR/Cas9 技术建立了 BMAL1 ( 一个关键的昼夜

节律成分 ) 敲除的猕猴模型 [50]，随后通过体细胞核
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移植 (SCNT) 技术克隆了 BMAL1 修饰的食蟹猴 [51]。

将靶向 BMAL1 外显子 13 和 8 的 sgRNA 分别显微

注射到食蟹猴受精卵中并移植，基因型鉴定得到 2
只雄性和 1 只雌性的 BMAL1 敲除模型猴，昼夜节

律调节的关键成分，如 PER1、PER2、CRY1 和 CRY2
在这些敲除猴中都被下调 [50]。与野生型对照相比，

基因敲除猴夜间活动升高，REM ( 快速眼动 )、
NREM ( 非快速眼动 ) 和总睡眠减少 [50]。这是首次

建立 BMAL1 基因敲除的非人类灵长类动物模型，

将有助于阐明生物节律失常衍生疾病的新机制，并

为其开发新的治疗方法。Phelan-McDermid 综合征

与 SHANK3 基因的突变或破坏高度相关。研究人员

利用 CRISPR/Cas9 介导食蟹猴 SHANK3 基因突变。

体细胞基因型分析以及脑活检证实了 SHANK3 基因

发生了突变并且 SHANK3 蛋白水平降低。突变体

表现出睡眠障碍、运动障碍和重复行为增加，以及

社交和学习障碍。总之，SHANK3 突变的食蟹猴模

型表现出了自闭症谱系障碍和 Phelan-McDermid 综

合征的显著特征 [52]。PINK1 基因的突变会导致人类

早发性帕金森病 (PD) 和选择性神经退行性变。研

究人员将整合优化后的靶向 PINK1 基因的 CRISPR/
Cas9 系统注射到食蟹猴受精卵中并移植，在三只新

生猴中实现了对目标位点精确有效的基因编辑，突

变猴成纤维细胞中 PINK1 的移码突变导致 mRNA
减少。研究结果表明，将 Cas9 (D10A) 切口酶 mRNA
和截短的 sgRNA ( 都被证明能够降低脱靶的效率，

提高靶标基因的特异性 ) 共同注射到单细胞食蟹猴

胚胎中，可以成功构建非人灵长类的PD疾病模型 [53]。

2.2　基于胚胎BE构建的非人灵长类模型

哈钦森 - 吉尔福德早衰症综合征 (HGPS) 是一

种导致过早衰老的罕见疾病，通常由 LMNA 基因中

的从头点突变引起。由 CRISPR/Cas9 切口酶融合的

胞苷脱氨酶组成的胞嘧啶碱基编辑器 (CBE) 能够高

效地诱导 C 到 T 的碱基转换。研究人员通过向猴子

受精卵中显微注射靶向 LMNA 基因的 CBE mRNA 
和 sgRNA，首次成功构建了 HGPS 疾病模型猴，该

模型表现出了生长迟缓、骨骼改变和血管异常等早

老症状 [54]。STXBP1 基因杂合突变会导致幼儿期的

STXBP1脑病，主要症状为智力障碍和癫痫。2022年，

中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心孙强、

刘真和上海科技大学黄行许团队共同合作，通过单

碱基编辑技术靶向 STXBP1 基因，成功构建了早发

癫痫性脑病食蟹猴模型。该模型在基因、细胞、脑

电活动、行为、药物干预等方面都再现了人类病患

典型的临床特征。该模型的建立也为后续的疾病机

理研究、干预手段探索、药物测试等提供了新的工

具 [55]。常见的多基因疾病是由多种遗传变异造成的

复合风险导致的，这意味着疾病建模和基因治疗需

要同时校正或引入多个单核苷酸变异。华南农业大

学动物医学院杨世华和美国麻省理工学院冯国平团

队共同合作，在食蟹猴胚胎基因组中选择 11个位点，

利用胞嘧啶和腺嘌呤碱基编辑器 (CBE/ABE)，针对

单一或多个位点同时进行单碱基的精准突变，通过

胚胎移植技术首次获得 FAH 基因单碱基杂合突变食

蟹猴胎儿。这一研究验证了单碱基编辑器在灵长类

动物受精卵中多位点同时单碱基编辑的可能性，以

此来克服开发多基因疾病的灵长类模型所需繁殖时

间漫长的缺点，同时拓展了单碱基编辑器的应用，

为疾病的研究和临床前基因治疗提供重要佐证
[56]。

2.3　基于胚胎KI构建的非人灵长类模型

Cell Research 杂志在 2018 年 1 月同时在线刊

登了两篇来自中国科学家发表的论文，报道了世界

上首次获得的基因敲入的食蟹猴。第一篇由中国科

学院脑科学与智能技术卓越创新中心孙强和杨辉团

队共同合作完成。在杨辉团队之前开发的同源介导

的末端连接 (HMEJ) 基因敲入策略基础上 [57]，通过

一细胞胚胎注射编辑试剂首次成功地获得了基因

靶向整合的食蟹猴。他们在 Actb 基因的 4 号内含

子处插入 Actb ( 内含子 4- 外显子 5)-p2A-mCherry 以

实现 mCherry 在 Actb 启动子的控制下表达 [58]。荧

光观察两只新生猴脚趾发现能看见 mCherry 荧光。

对两只死亡雌猴的各个组织进行切片观察，发现

尾巴、脚趾、心脏、肌肉、肾、大脑和卵巢均显示

出不同嵌合程度的 mCherry 表达。基于其强大的

DNA 敲入效率和高保真性，HMEJ 介导的敲入策略

为构建靶向基因修饰的猴模型提供了可能性。另一

篇文章由昆明理工大学季维智、南京医科大学郭雪

江与上海科技大学黄行许团队合作完成，他们运用

CRISPR/Cas9 首次在食蟹猴中实现了 Oct4-hrGFP
基因敲入。由于 OCT4 是干细胞重编程中的重要转

录因子，该工作也为灵长类的相关重编程研究提供

了一个很好的研究工具 [59]。

近几年关于利用胚胎基因 KI 的方法构建非人

灵长类疾病模型，除了上述两个案例外，并没有更

多的报道，归根结底是因为依赖于 HR 修复的基因

KI 的效率特别低。为了突破这一瓶颈，科学家巧妙

地利用 DSBs 修复的各个途径 (NHEJ、HR 和 MMEJ)
的特征和序列偏好，开发了多种高效的基因 KI 策
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略，比如：HITI[60-61] 和 KiBL[62] 都是由基于 NHEJ
修复途径将外源供体片段整合至 CRISPR/Cas9 诱导

的 DSBs 位点；单链寡聚核苷酸 (ssODNs)[63] 和 Easi- 
CRISPR[64] 等方法是基于 HR 修复途径介导的；CRIS- 
PITCh[23, 65] 策略是依赖 MMEJ 修复途径介导的；而

杨辉团队开发的 HMEJ[57] 基因敲入策略更是涉及到

HR、NHEJ 和 MMEJ 等三种修复途径，大大拓宽

了该策略的使用范围。不仅如此，为了提高基因敲

入的效率，科学家们还进行了诸多的尝试，如优化

Cas9 蛋白序列和结构、优化 Cas9 蛋白表达时长以

及时期、优化 sgRNA 核苷酸序列的设计、对 sgRNA
和供体 DNA 序列进行不同的化学修饰、调节 DSBs
不同修复途径蛋白的表达以及小范围内调整靶标位

点的染色质环境等，上述方法都能够或多或少地提

升基因敲入的效率。以上方法的探索，都将为长片

段基因敲入疾病工具猴模型的开发提供非常宝贵的

经验。

2.4　基于体细胞基因编辑构建的非人灵长类模型

主流的人类致病基因修饰的非人灵长类动物模

型主要基于在受精卵中进行的转基因或者基因编辑

操作构建，虽然这样的基因修饰猴模型具有非常重

要的应用前景，但是构建成本高、成功率低、周期长、

易产生嵌合体、脱靶，以及种群很小等问题极大的

限制了模型猴的应用。为了打破这一限制，科学家

将 CRISPR 系统和腺病毒或脂质纳米颗粒 (LNP) 等
基因传递技术联合使用，基于体细胞基因编辑构建

非人灵长类模型，近期也取得了重要的研究进展。

2020 年，中国科学院脑科学与智能技术卓越

创新中心仇子龙团队在青春期猕猴的海马体 (DG 和

CA1-4) 中通过 AAV 传递靶向基因编辑工具诱导了

MeCP2 基因突变。在 MeCP2 基因突变猴中发现了

许多类似自闭症的行为异常，包括社交互动缺陷、

睡眠模式异常、不敏感厌恶刺激、异常的手部动作

和有缺陷的社会奖励行为。这些异常行为与用

TALENs 靶向食蟹猴胚胎 MeCP2 基因获得的突变

猴模型类似 [40]，表明通过腺病毒介导的对体内致病

基因的编辑操作能直接导致青春期的灵长类动物的

行为改变，为非人灵长类动物模型的快速生成铺平

了道路 [66]。脂质纳米颗粒 (LNP) 可以通过低密度脂

蛋白受体 (LDLR) 将基因编辑货物递送至肝细胞。

纯合子家族性高胆固醇血症 (HoFH) 是一种以完全

或接近完全 LDLR 缺乏、血液低密度脂蛋白胆固醇

(LDL-C) 水平显著升高和过早发生动脉粥样硬化性

心血管疾病为特征的遗传病。为了能够在 HoFH 患

者中进行体内肝脏基因编辑，科学家通过 CRISPR/ 
Cas9 对 LDLR 基因进行体细胞敲除构建食蟹猴

HoFH 疾病模型，并且利用模型验证了 GalNAc-LNP
传递技术能够在 HoFH 猴模型中对肝脏基因进行有

效的编辑 [67]。此外，目前家族性高胆固醇血症通过

长期及重复的使用抑制 PCSK9 或 ANGPTL3 的药

物来治疗，任何一个基因功能丧失都会降低胆固醇

并防止心脏病发作。科学家利用 CRISPR 腺嘌呤碱

基编辑器 mRNA 和 LNP 包裹的靶基因 sgRNA 一起

通过静脉注射进行体内递送，经鉴定可以有效且精

确地修改同一活食蟹猴中的 PCSK9 和 ANGPTL3 基

因，并降低相关基因的表达。这些数据为 CRISPR
单碱基编辑器同时精确作用于多个靶基因提供了经

验，并提升了对家族性高胆固醇血症和心脏病发作

进行多基因干预的前景 [68]。不仅如此，广西医科大

学赵永祥团队运用彩超引导经肝门静脉将 CRISPR/
Cas9 系统导入食蟹猴的肝脏，实现了对肝细胞的抑

癌基因 Pten 和 p53 直接进行编辑，产生更接近于

人类体细胞基因突变的原发并转移性肝癌食蟹猴模

型，这是全球首例体内原位基因编辑肝癌猴，为深

入研究肝癌等恶性肿瘤病理机制、探索有效治疗干

预方法提供了重要技术平台 [69]。

综上所述，科学家已经利用 TALENs 和 CRISPR
等技术成功构建了多种人类疾病相关的非人灵长类

动物模型 ( 表 1)，在脑疾病、血液疾病以及肿瘤的

治疗策略和药物开发中发挥着重要的功能，由于篇

幅的限制，非常抱歉还有很多非常好的工作没有办

法一一列举。

3　问题与展望

随着基因编辑技术的进一步发展，越来越多的

灵长类动物模型已经被成功构建，种类繁多的动物

模型的选择对研究人员来说也是一个重大的挑战。

标准化现有的以及正在开发的模型是克服这一挑战

的重要方法。此外，随着灵长类动物模型种类及数

量的不断增加，帮助管理这一巨大而宝贵的资源的

工具开发至关重要。多年来，模型动物胚胎和精子

的冷冻保存一直被广泛使用，可用于库存的存档、

分发和群体管理。然而，如何能够更好地提高胚胎

的存活率、体外受精的成功率以及如何更好地共享

和改进保存它们的方法也是研究者们接下来需要深

入思考的问题 [70]。 
现如今，全世界正在跨进使用非人灵长类动物

进行研究的新时代的大门，而中国以其丰富的猴资



陈红玉，等：基于基因编辑技术的非人灵长类动物模型构建第10期 1247

源和领域内相关研究经验，目前正处于领先地位。

随着胚胎干细胞囊胚注射、单倍体干细胞、生殖干

细胞、体细胞核移植、非人灵长类动物加速性成熟

等技术的不断改进，以及随着重组腺病毒、LNP 以

及其他更多安全高效的递送系统工具的逐步开发，

在这些前提基础上进一步联合 CRISPR/Cas 系统不

仅可以飞速推进疾病模型猴的构建效率，并且可能

会实现工业化规模化的生产，导致非人灵长类动物

模型的使用范围扩大。在这里，研究人员需要更多

地考虑到基因修饰非人灵长类动物的伦理和福

利问题 [71-72]，我们应当努力完善、减少甚至是取代

它们的使用。目前已有的动物福利和伦理制度也要

根据非人灵长类动物模型的具体使用范围和方式加

以补充和完善，对实验风险、成功概率以及潜在收

益进行现实评估，在最大化满足实验需求的基础上，

实现对动物的最小伤害。
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