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摘  要 : 非人灵长类动物在生命科学基础研究和生物医药研究领域具有非常重要的地位。近年来随着慢病毒

载体转染及靶向核酸酶 (ZFN，TALEN，CRISPR/Cas9) 等基因操作技术的出现，科学家们成功地获得了外源

基因过表达的转基因猴和目的基因定点切割的基因编辑猴。文中对目前利用慢病毒载体获得转基因猴和利用靶

向核酸酶获得基因编辑猴的研究进展进行了综述，并讨论了基因修饰猴的嵌合体现象、脱靶现象及非人灵长类

动物较长性成熟时间这几个影响非人灵长类基因修饰模型推广应用的因素，最后展望了非人灵长类基因修饰模

型构建技术的研究热点及发展趋势。 
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Abstract:  Non-human primates would be particularly valuable in life sciences and biomedical research area. 

Gene-modified monkeys with gene overexpression or loss of function have been successfully generated with the rapid 

advance in gene manipulation technology such as lentivirus infection and programmable nucleases (ZFN, TALEN, 

CRISPR-Cas9). Here we review the recent development on gene-modified monkey generation by lentivirus and 

programmable nucleases. Then we discuss three concerns, the long time for sexual maturation, the off target and the 
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mosaicism of founders, which limit the wide application of gene-modified non-human-primates. At last, hotspots and future 

trend for gene-modified non-human-primates generation are proposed. 

Keywords:  non-human primate, gene-modified, lentivirus, programmable nucleases 

 

基因修饰动物模型在生命科学研究中发挥

着极其重要的作用。其中大小鼠是哺乳类中最

常用的模式动物，也是基因修饰手段应用最成

熟的物种。利用慢病毒载体、转座子、胚胎干

细胞以及靶向核酸酶等基因操作手段，科学家

们可以构建各种携带转基因、基因敲除和基因

敲入等基因修饰的大小鼠动物模型。这些动物

模型被广泛应用到免疫学、发育生物学、肿瘤

学、神经生物学、心血管疾病等各个领域，为

人们理解生命现象的本质作出了巨大的贡献。

尽管如此，利用大小鼠作为动物模型仍然有很

多局限性，尤其是在神经科学认知研究领域，

大小鼠很难有类似人的高级认知功能。另外绝

大多数利用模拟人类脑疾病的大小鼠模型开发

的药物也都以失败告终。 

非人灵长类动物，指除人以外的所有灵长

类动物，作为最接近于人的模式动物，其在基

础研究和生物医药研究领域有重要的地位[1]。相

比于大小鼠等啮齿类哺乳动物，非人灵长类与

人类有着更多相似的生物学特征，被认为是研

究高等认知以及脑疾病的最理想的模式动物。

因此，国际科学界很早就对非人灵长类高度重

视，并建立了很多非人灵长类研究中心。目前

非人灵长类的实验动物主要包括隶属于旧大陆

猴分支猕猴属的食蟹猴 Macaca fascicularis 和

恒河猴 Macaca mulatta 及新大陆猴分支的绒猴

Marmosets。随着转基因技术和基因编辑技术的

发展，科学家们已经可以成功地对非人灵长类

的基因组进行基因修饰，获得外源基因过表达

的转基因猴和目的基因定点切割的基因编辑

猴。我们国家的非人灵长类资源非常丰富，全

国各地有多个非人灵长类动物饲养繁殖基地。

国家对利用非人灵长类开展科学研究也非常重

视，即将开始的中国脑计划中，非人灵长类动

物将会发挥非常重要的作用。 

慢病毒载体感染和分子靶向核酸酶 (ZFN、

TALEN 及 CRISPR/Cas9 等) 是非人灵长类基因

修饰模型构建中最常用的两种方法。利用这两

种方法获得的首建动物 (F0) 有可能是嵌合体，

这导致科学家们很难在 F0 代得到基因型和表型

一致的动物模型。传代到 F1 可以有效解决嵌合

体问题，但常用的恒河猴和食蟹猴正常性成熟

时间至少需要 4 年，加上半年的怀孕期，即至

少需要 4.5 年才能得到 F1 代。这严重限制了基

因修饰恒河猴和食蟹猴模型的推广和应用。 

本文中，我们将对基因修饰非人灵长类模

型的构建进行综述，并对限制非人灵长类基因

修饰模型推广应用的因素展开讨论，最后对非

人灵长类基因修饰模型构建技术的研究热点及

发展趋势进行展望。 

1  慢病毒载体介导的非人灵长类转基因

技术研究进展 

在生殖生理特性方面，食蟹猴和恒河猴都

是有月经单胎繁殖动物，即每个经期排卵 1−2 枚。

由于存在优势卵泡效应，即使是用激素对其进

行超数排卵 (超排) 处理，自然受孕一般也只有

1−2 枚卵母细胞排出并受精。因此，用于大小鼠
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通过直接取受精卵后进行转基因操作的方法在

非人灵长类上并不适用。同时，由于既没有足

够的卵巢用于收集成熟前卵母细胞，也没有建

立一种可靠的卵母细胞体外成熟体系，诸如在

牛和猪等动物上通过体外成熟获得卵母细胞资

源的方法在非人灵长类上也不可行。在非人灵

长类基因修饰模型构建中，要得到更多卵母细

胞用于胚胎构建，需通过对动物进行超排处理

使卵巢中多数卵泡生长，并在自发排卵前将更

多发育的卵泡内成熟卵母细胞取出来实现。但

即便如此，卵母细胞和胚胎资源还是有限，因

此，为充分利用有限的胚胎资源，必须建立高

效的转基因或基因编辑技术。 

2001 年，Chan 等利用高滴度的慢病毒转染

早期恒河猴卵母细胞后再进行单精子注射和胚

胎移植，成功得到了转 GFP 的恒河猴 ANDi[2]。

虽然在其得到的 3 只出生个体中仅有 1 只检测

到了外源基因 GFP 的整合和嵌合表达，但这一

开创性的工作标志着转基因非人灵长类技术的

诞生。同年 7 月，Wolfgang 等同样利用慢病毒

载体转染恒河猴囊胚期胚胎后移植，也得到了

在胎盘组织中整合了外源 eGFP 的转基因恒河

猴[3]。这两个开创性的工作说明转基因非人灵长

类技术已经实现了从理想到现实的转变。但他

们都选择绿色荧光蛋白作为转入的目标基因，

其主要目的还是用来探讨转基因非人灵长类技

术的可行性。随着研究的深入和技术的成熟，

科学家们开始把目标转向了功能基因。2008 年

该技术才终于在非人灵长类模式动物构建上得

以成功应用，Yang 等利用该技术将亨廷顿舞蹈

症的致病基因成功导入到恒河猴体内，并得到

了具有类似亨廷顿舞蹈症表型的动物模型[4]。亨

廷顿疾病是一种显性的神经性病变疾病，主要

是因为人亨廷顿基因  (HTT) 第一个外显子中

CAG 重复扩增，导致表达的亨廷顿蛋白中含有

多聚谷氨酰胺，从而引发运动机能损伤、认知

功能退化和精神失调等一系列病症，患者发病

10−15 年后就会死亡。虽然啮齿类也有亨廷顿疾

病转基因动物模型，但这些模型都不能很好地模

拟亨廷顿疾病在人体的表型特征。在亨廷顿转基因

恒河猴的工作中，作者把人 HTT 基因的第一个外

显子上后面链接 84 个 CAG 重复序列，并把这段

重组序列包装到慢病毒载体中，得到高滴度的慢病

毒颗粒 (滴度>109 PFU/mL)。通过卵母细胞透明

带下注射把病毒粒子注射到恒河猴 MⅡ期卵母

细胞的卵周隙。之后，再通过单精注射让卵母

细胞受精和胚胎移植，成功得到转基因恒河猴。

分析结果显示转基因猴不仅表达了外源基因，

而且出现了神经纤维网聚集、核内含物，同时，

表现出肌无力和舞蹈症等亨廷顿舞蹈症病人的

典型标志表型。作为第一个非人灵长类疾病动

物模型，亨廷顿疾病转基因恒河猴模型的意义

之大是不言而喻的。该模型可以让人们更好、

更深入地了解亨廷顿疾病，研究其发病机制和

致病机理，从而研发出相对应的治疗方案和药

物。同时，该模型的建立也证明了构建其他非

人灵长类疾病模型的可行性。其后，2009 年日

本科学家 Sasaki 等利用绒猴性成熟时间相对较

短的特性，通过慢病毒载体转染技术成功得到

了可生殖系传递的 GFP 转基因绒猴[5]。我国虽

然在非人灵长类辅助生殖和转基因技术上起步

较晚，但是经过近 10 年的发展已经逐渐赶上并

超过了美国、日本等国，处于世界领先地位。

2008 年华东师范大学报道了国内首例试管食蟹
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猴[6]；2010 年中国科学院昆明动物研究所报道

了国内首例转基因猴[7]；2011 年中国科学院神

经科学研究所利用该技术将人的自闭症相关致

病基因 MeCP2 成功转入食蟹猴个体，得到了多

只 MeCP2 转基因食蟹猴首建猴，并利用精巢移

植技术提早得到了 F1 代转基因猴，经过全面系统

分析发现这些 MeCP2 转基因食蟹猴有类似人类

自闭症表型[8]。 

2  靶向核酸酶介导的非人灵长类基因编

辑研究进展 

通过慢病毒载体介导得到的非人灵长类转

基因技术只能完成外源基因的过表达操作，致

其应用范围有限。由于在非人灵长类上还未建立可

生殖系整合的猴胚胎干细胞系，因此还不能像通

过胚胎干细胞基因打靶操作获得基因敲除小鼠模

型那样来构建基因敲除猴模型。近年来，随着锌

指核酸酶 (Zinc-finger nucleases，ZFN)、类转录激

活因子效应物核酸酶 (Transcription activator-like 

effector nucleases，TALEN) 和 RNA 介导的基于

成簇的规律间隔的短回文重复序列和 Cas9 蛋白的

DNA 核酸内切酶 (Clustered regulatory interspaced 

short palindromic repeat (CRISPR)/Cas9-based 

RNA-guided DNA endonucleases，CRISPR/Cas9) 

这 3 种靶向核酸酶技术的出现及其在模式动物

构建上的应用[9-16]，使得我们可以跨过非人灵长

类无胚胎干细胞用于进行同源重组基因打靶的

这一技术障碍，直接通过早期猴胚胎期注射用

于靶向特定基因的 ZFN、TALEN 或 Cas9/sgRNA

对靶基因进行编辑，进而获得相应靶基因突变的

猴模型。2014 年，来自昆明理工大学和中国科

学院神经科学研究所的两个团队分别通过受精 

卵注射靶向食蟹猴 Mecp2 基因的 TALEN 质粒

和 mRNA 得到了 Mecp2 基因突变食蟹猴[17-18]。

Mecp2 是一个位于 X 染色体上的纯合突变致死

基因，该基因突变的病人会发生瑞特氏综合征。

随后南京大学、南京医科大学和昆明理工大学联

合报道了使用 CRISPR/Cas9 技术获得了基因编

辑的食蟹猴。该工作通过将针对 Ppar-γ、Rag1

和 Nr0b1 三个基因的 5 条 sgRNA 和 Cas9 mRNA

混合注入食蟹猴受精卵的卵胞质并将注射后的

胚胎移植到代孕受体，最后得到了两只 Ppar-γ 和

Rag1 基因编辑的个体[19]。之后，中国科学院动

物研究所的团队报道了利用 CRIPSR-Cas9 技术

获得了 p53 基因双等位基因突变的食蟹猴[20]。

2015 年，中国科学院遗传与发育生物学研究所

和昆明理工大学联合报道了 DMD 基因编辑恒

河猴[21]。2016 年，日本科学家利用 ZFN 和 TALEN

成功获得了 IL2RG 基因编辑绒猴[22]。至此，过

表达和基因编辑这两项主要的模式动物构建技

术在非人灵长类的主要物种恒河猴、食蟹猴和

绒猴上都获得了成功。 

3  限制非人灵长类基因修饰模型推广应

用的因素 

无论是利用慢病毒载体转染获得的转基因

猴还是利用靶向核酸酶获得的基因编辑猴，其

首建猴多数都以嵌合体的形式存在。对于存活

的嵌合体首建猴，我们很难精确地将转基因或

目的基因突变和潜在表型对应起来。因此，利

用这些方法得到的嵌合体首建猴，并不能称之

为标准的动物模型。 

在利用慢病毒载体构建转基因猴时，不同

数目的慢病毒载体基因组可以在早期胚胎多个
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时间点整合到猴基因组，其整合数目和整合时

间呈一定的随机性。这就导致注射同一批病毒

载体的不同胚胎发育得到的个体的转基因拷贝

数及转基因整合位点差别有可能很大，而且同

一只转基因个体其体内不同细胞所含有的转基

因数目和整合位点也有可能不同。那么利用相

同的慢病毒获得的同批转基因首建猴就可能会

出现表型的差异。在我们利用慢病毒构建 Mecp2

转基因食蟹猴的工作中，对获得的 10 只转基因

阳性首建猴的转基因拷贝数进行分析，发现转

基因猴中，最少含有 1 个转基因拷贝数，而最

多则含有 7 个转基因拷贝数。我们利用其中 1 只

含有 6 个 Mecp2 转基因数的雄性首建猴进行传

代，获得了 5 只 Mecp2 转基因 F1 代食蟹猴。分

析发现这 5 只 F1 代的 Mecp2 转基因拷贝数从

2–6 不等[8,23]。这既可能是由于 F1 代的基因分

离所导致的，也可能是由于 Mecp2 转基因首建

猴生殖细胞为转基因嵌合体所导致的。虽然每

只 F1 代转基因食蟹猴体内含有不同的 Mecp2

拷贝数，但是可以肯定的是每只 F1 代的个体内

不同组织和细胞含有的转基因拷贝数目及整合

位点是一致的，即 F1 代转基因食蟹猴不是以嵌

合体存在。利用 F1 代转基因猴作为动物模型获

得的结果会更具有说服力。 

在利用 ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 等靶

向核酸酶来进行基因编辑猴构建时，获得的首

建猴基本上也都以嵌合体形式存在[24]。这是因

为靶向核酸酶在对目的打靶序列实现双链切割

后，切割断裂后的 DNA 多数会以非同源末端连

接来进行修复，修复后的目的打靶序列会出现

各种形式的基因突变，从而可能导致该基因功

能的失活。注射针对同一打靶位点的靶向核酸

酶，获得的同一批首建猴很可能含有不同的目

的基因突变序列，同一只首建猴体内的不同组

织细胞内也会有不同形式的目的基因突变序

列。另外不同基因编辑首建猴体内也往往会含

有不同比例的野生型序列。在我们利用 TALEN

和 CRISPR/Cas9 技术获得的多个基因编辑首建

猴模型中，我们发现基本所有的首建猴都是以

嵌合体形式存在，即使有的首建猴体内没有检

测到野生型序列，该首建猴也包含有不同形式

的突变型序列。嵌合现象的存在使我们很难判

断该靶基因在不同细胞组织中是否真正失活，

所以从实验动物的角度来说，获得的首建猴我

们只能称之为基因编辑猴，而不能称之为基因

敲除猴。由于每个生殖细胞只能获得一种突变

型，通过 F0 代基因编辑首建猴与野生型猴交配

得到的子代猴 (F1 代) 将不会再有嵌合现象，如

果 F1 代中含有使该基因失活的基因突变，那么

我们可以称此 F1 代为杂合的基因敲除猴。因此

通过 F0 代基因编辑首建猴直接互配，就有机会

获得真正的 (F1 代) 基因敲除猴。考虑到非人灵

长类较长的性成熟时间及靶向核酸酶技术应用

于非人灵长类基因编辑模型构建才 3 年左右的时

间，目前未见真正的 F1 代基因敲除猴报道。 

利用 ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 等靶向

核酸酶来进行基因编辑猴构建存在的另外一个

问题就是脱靶现象[24]。在使用 CRISPR/Cas9 构

建基因编辑动物模型时，脱靶现象尤为突出。

前文中提到的已经报道的多个基因编辑猴都没

有检测到脱靶现象的存在，但由于检测位点数

目的限制，很难说这些首建基因编辑猴就没有

脱靶突变发生。在我们通过 CRISPR/Cas9 技术

获得的多批基因编辑首建猴中都检测到了脱靶



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  October 25, 2017  Vol.33  No.10 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1670 

突变。因此，脱靶现象的存在也是潜在的限制

基因编辑首建猴作为动物模型开展深入研究不

可回避的因素之一。 

无论是首建猴的嵌合体现象还是脱靶现

象，传代至 F1 代是将不同转基因或基因突变及

脱靶突变分离进而获得真正的转基因或基因敲

除动物模型的一个有效策略，但这还有一个性

成熟时间长的问题无法回避。常用的恒河猴和

食蟹猴其性成熟约需要 4−5 年的时间[25-27]。我

们也针对苏州猴群的公猴进行了精液采集和精

子检测，发现至少要 50 月龄以上的公猴精液中

才会出现精子。针对这一障碍，我们开发了食

蟹猴的精巢异种移植技术来加速其精子生成。

通过将青少年食蟹猴精巢组织块移植到去势成

年雄性裸鼠的背部，成功将食蟹猴的精子发生

时间缩短到了 24 个月，并利用获得的精子进行

胚胎构建和移植得到了健康的食蟹猴后代[23]。

这将推动非人灵长类基因修饰模型在基础研究

及生物医药研究中的应用。 

4  非人灵长类基因修饰模型构建技术研

究热点及展望 

基因编辑首建猴的嵌合体现象是影响其作

为动物模型用于科学研究的一大障碍，除了传

代至 F1 代以外，通过改进方法一步获得无野生

序列嵌合现象的基因编辑首建猴，将提高利用

基因编辑首建猴作为科学研究的可能性。根据

我们的经验，当利用 CRISPR/Cas9 进行基因编

辑猴构建时，其基因组内不同位点对于切割效率

的影响非常大，有些位点可以利用 CRISPR/Cas9

对其实现高效切割，有些位点则很难被切割。

所以首先筛选高效的 sgRNA 打靶位点，是利用

CRISPR/Cas9 获得基因编辑猴的重要因素。另

外我们发现通过将多条 sgRNA 混合注射的方

法，也可以明显提高获得无野生型序列嵌合的

基因编辑首建猴。 

另外针对脱靶，通过分析筛选脱靶效应低

的 sgRNA 进行首建猴构建，或利用两条 sgRNA

及 Cas9 nickase 来对目的打靶位点的两条 DNA

链分别切割，可以潜在大大降低脱靶效应[28]。

在非人灵长类上是否可以得到同样效果，还有

待进一步的实验来验证。 

无论是脱靶现象还是嵌合体现象，都可以

通过传代来对不同基因型和脱靶突变进行分

离。由于非人灵长类性成熟周期非常漫长，那

么研究缩短非人灵长类性成熟周期的方法进而

实现繁殖加速将会推动非人灵长类研究应用。

我们已经开发了食蟹猴的精巢异种移植来实现

其繁殖加速，但是该方法技术复杂而且效率较

低[23]。那么开发其他非人灵长类繁殖加速的方

法也会是未来非人灵长类基因修饰模型的一个

重要的研究方向。 

尽管科学家们已经可以利用靶向核酸酶对

非人灵长类目的基因进行定点切割，获得目的

基因突变的基因编辑猴，然而目前还没有成功

利用靶向核酸酶和外源同源片段通过同源重组

来获得基因敲入猴[29]的报道。传统的方法是利

用 CRISPR/Cas9 对目的序列插入位点进行切割

及同源臂介导的同源重组来实现外源片段的插

入，但是该方法总体效率偏低。目前在细胞和

大小鼠水平，已经有多篇文章报道可以提升利

用 CRISPR/Cas9 等靶向核酸酶介导的基因敲

入。例如通过加入小分子抑制 NHEJ (非同源末

端连接) 的发生，可以提高 CRISPR/Cas9 介导



刘真 等/非人灵长类基因修饰模型研究进展 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1671

的细胞或小鼠胚胎水平基因敲入的效率[30-31]；

也有报道称将细胞同步化在特定细胞周期也可

以提高 CRISPR/Cas9 介导的细胞水平的基因敲

入[32]；通过 TALEN 及 CRISPR/Cas9 和短的同

源臂介导的末端连接也能在细胞和胚胎水平提

高外源片段精确敲入的效率[33]。值得一提的是，

我们实验室与本所杨辉课题组合作的课题中，

通过利用 CRISPR/Cas9 及 800 bp 同源臂介导的

末端连接实现了高效的小鼠和食蟹猴胚胎水平

的基因敲入[34]。尽管有多种方法提升基因敲入

的效率，但是总体来说仍不理想，且获得的首

建动物很有可能以嵌合体形式存在，可以判断

即使利用此方法获得了阳性基因敲入猴，其距

离作为真正的动物模型用于科学研究仍有较长

的路要走。 

在猴的精确基因敲入实现之前，想要在特

定细胞类型内表达标记蛋白或功能蛋白 (如光

敏感通道蛋白等)，利用腺相关病毒进行成体动

物注射是一个折中的选择。2016 年剑桥大学

Stauffer 等首次报道利用包含特异启动子 THp 启

动的 Cre 和包含 Cre 依赖的 ChR2 两种腺相关病

毒混合注入恒河猴中脑，实现了通过外部光源特

异性激活恒河猴中脑多巴胺能神经元的目的[35]。 

在小鼠基因修饰模型构建中，除了慢病毒

载体和靶向核酸酶以外，利用胚胎干细胞囊胚

注射、体细胞核移植、单倍体干细胞及生殖干细

胞介导的转基因等技术虽然不如以 CRISPR/Cas9

为代表的靶向核酸酶简单易行，但是这些方法都

有各自的优势并且在小鼠水平都取得了成功[36-38]。

而且利用以上方法可以获得携带复杂基因修饰

的基因敲入首建动物模型。体细胞核移植、单

倍体干细胞及生殖干细胞介导的转基因获得的

首建动物更是没有嵌合体现象存在。但是目前

这些方法在非人灵长类都还没有获得成功。考

虑到非人灵长类自身特点，此类方法在非人灵

长类的应用研究也是非人灵长类基因修饰模型

构建技术的一个重要的方向[39]。 
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