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摇 摇 揖摘要铱 摇 动物疾病模型在研究人类疾病致病机理和药物筛选中起到了关键作用遥 非人灵长类动物由于与人

类更为接近袁在探究人类神经退行性疾病尧神经精神疾病及人类认知功能尧神经环路等方面具有巨大的优势可成为

研究和药物筛选的重要疾病模型遥 然而袁由于缺乏大动物的胚胎干细胞系袁传统的基因打靶技术难于用来建立灵

长类动物疾病模型遥 最近发展的基因编辑新技术 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统在定向对基因进行修饰上展现出了巨大的潜

力遥 本文将介绍 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 技术的发展和应用袁以及非灵长类动物作为神经退行性疾病模型的优势和意义遥
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藻泽贼葬遭造蚤泽澡蚤灶早 凿蚤泽藻葬泽藻 皂燥凿藻造泽 蚤灶 灶燥灶鄄澡怎皂葬灶 责则蚤皂葬贼藻泽

再粤晕郧 宰藻蚤鄄造蚤袁 栽哉 在澡怎鄄糟澡蚤袁 蕴陨 载蚤葬燥鄄躁蚤葬灶早
渊杂贼葬贼藻 运藻赠 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 燥枣 酝燥造藻糟怎造葬则 阅藻增藻造燥责皂藻灶贼葬造 月蚤燥造燥早赠袁 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 郧藻灶藻贼蚤糟泽 葬灶凿 阅藻增藻造燥责皂藻灶贼葬造 月蚤燥造燥早赠袁

悦澡蚤灶藻泽藻 粤糟葬凿藻皂赠 燥枣 杂糟蚤藻灶糟藻泽袁 月藻蚤躁蚤灶早 员园园员园员袁 悦澡蚤灶葬冤

摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱摇 粤灶蚤皂葬造 皂燥凿藻造泽 葬则藻 澡蚤早澡造赠 增葬造怎葬遭造藻 泽赠泽贼藻皂泽 贼澡葬贼 澡葬增藻 遭藻藻灶 藻曾贼藻灶泽蚤增藻造赠 怎泽藻凿 贼燥 藻造怎糟蚤凿葬贼藻 澡怎皂葬灶 凿蚤泽藻葬泽藻
责葬贼澡燥早藻灶藻泽蚤泽 葬灶凿 贼燥 枣蚤灶凿 贼澡藻则葬责藻怎贼蚤糟 憎葬赠泽 贼燥 贼则藻葬贼 澡怎皂葬灶 凿蚤泽藻葬泽藻泽援 杂蚤灶糟藻 灶燥灶鄄澡怎皂葬灶 责则蚤皂葬贼藻泽 葬则藻 糟造燥泽藻 贼燥 澡怎皂葬灶泽袁皂燥灶噪藻赠泽
葬则藻 蚤皂责燥则贼葬灶贼 皂燥凿藻造 泽责藻糟蚤藻泽 蚤灶 藻曾责造燥则蚤灶早 贼澡藻 皂藻糟澡葬灶蚤泽皂泽 葬灶凿 贼则藻葬贼皂藻灶贼 燥枣 澡怎皂葬灶 灶藻怎则燥凿藻早藻灶藻则葬贼蚤增藻 凿蚤泽藻葬泽藻泽袁
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揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 泽赠泽贼藻皂曰 晕燥灶鄄澡怎皂葬灶 责则蚤皂葬贼藻泽曰 晕藻怎则燥凿藻早藻灶藻则葬贼蚤增藻 凿蚤泽藻葬泽藻泽援

摇 摇 神经退行性疾病是由神经元或其髓鞘的丧失

所致袁随着年龄老化而恶化袁导致功能障碍袁如肌肉

萎缩性侧索硬化症尧额颞叶痴呆尧老年性痴呆阿尔

茨海默症尧亨廷顿舞蹈症尧帕金森症等遥 随着人类

生活水平的提高与寿命的延长袁老年人比例不断增

加袁神经退行性疾病逐渐增多袁也越来越受到社会



的关注遥 然而袁该类疾病大多发病机制尚不明确袁
无有效的治疗措施遥 因此袁要筛选和检测出有效的

药物和治疗方法袁成功建立出能够模拟出人类神经

退行性疾病症状的有效动物模型成为关键遥 非人

灵长类动物和人类在遗传学基础上和生理病理上

高度相似袁被公认为是理想的疾病研究动物模型遥
基因组编辑技术在疾病模型建立过程中发挥了重

要作用袁尤其是最新发现的 悦砸陨杂孕耘砸 辕 糟葬泽怨 技术因

简单尧方便且能够精确的对基因进行修饰袁使得用

悦砸陨杂孕耘砸 辕 糟葬泽怨 技术建立基因修饰猴来模拟人类重

大疾病成为可能遥
员摇 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统

建立动物模型的基因编辑方法主要有转基因

和基因打靶遥 转基因即用人工方法将外源基因导

入或整合到基因组内袁并能够稳定传给下一代遥 动

物转基因技术的操作方法主要有显微注射法袁胚胎

干细胞法和逆转录病毒感染法等遥 转基因技术的

发展在生物医学研究及农业生产中发挥了相当重

要的作用遥 而基因打靶技术是指通过内源性 阅晕粤
定点重组袁改变基因组中的某一特定基因从而在生

物活体内研究该基因的功能袁包括基因敲除和敲

入咱员暂 遥 传统的基因打靶技术依赖于胚胎干细胞系袁
首先在胚胎干细胞系中进行基因打靶袁然后移植打

靶后的胚胎干细胞入动物母体袁让其发育成带有突

变基因的动物遥 由于缺乏大动物的胚胎干细胞系袁
此传统的基因打靶技术难于用来建立灵长类动物

疾病模型遥 最近发展的定向基因组编辑方法

悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 技术能在胚胎细胞中直接打靶袁已广

泛用于不同种属中来进行基因组改造和基因修饰遥
悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 是一种来源于细菌获得性免疫的

由 砸晕粤 指导 悦葬泽 蛋白对基因进行编辑和修饰的新

技术遥 早 在 员怨愿苑 年袁 日 本 大 阪 大 学 渊 韵泽葬噪葬
哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠冤 在 对 一 种 细 菌 编 码 的 碱 性 磷 酸 酶

渊葬造噪葬造蚤灶藻 责澡燥泽责澡葬贼葬泽藻冤基因进行研究时袁发现该基因

编码区域附近存在一小段不同寻常的 阅晕粤 片段袁这
些片段由简单的重复序列组成袁而且在片段的两端

还存在一段不太长的特有序列袁并在 圆园园圆 年正式命

名为 悦砸陨杂孕砸 序列咱圆暂 遥 悦砸陨杂孕砸袁或称为规律成簇间

隔短回文重复 渊 糟造怎泽贼藻则藻凿 则藻早怎造葬则造赠 蚤灶贼藻则泽责葬糟藻凿 泽澡燥则贼
责葬造蚤灶凿则燥皂蚤糟 则藻责藻葬贼泽冤是一个特殊的 阅晕粤 重复序列家

族袁广泛分布于细菌和古菌基因组中的重复结

构咱圆袁 猿暂 遥 悦砸陨杂孕砸 位点通常由高度保守的短重复序

列渊 则藻责藻葬贼泽 冤 组 成袁 重 复 序 列 之 间 被 间 隔 序 列

渊泽责葬糟藻则冤隔开遥 在 悦砸陨杂孕砸 位点附近袁存在一系列

悦砸陨杂孕砸 相关渊悦砸陨杂孕砸鄄葬泽泽燥糟蚤葬贼藻凿袁 悦葬泽冤 基因袁如图

员咱圆怨暂 遥 研究表明袁悦砸陨杂孕砸 与一系列相关蛋白尧前导

序列一起构成一套保守且完整的系统袁为原核生物

提供对抗噬菌体等外源基因的获得性免疫能力咱源暂 遥
悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 作为细菌和古细菌在长期演化过

程中形成的一种适应性免疫防御袁可用来对抗入侵

的病毒及外源 阅晕粤遥 即院当噬菌体入侵细菌时袁悦葬泽
蛋白复合物靶向并裂解噬菌体基因组中短的原型

间隔序列渊责则燥贼燥鄄泽责葬糟藻则冤袁该序列是与 悦砸陨杂孕砸 间隔

序列同源的噬菌体基因序列袁然后这些原型间隔序

列整合到 悦砸陨杂孕砸 位点的 缘忆端咱缘暂 袁随后这些间隔序

列被转录成 糟则砸晕粤泽渊悦砸陨杂孕砸 砸晕粤泽冤袁当噬菌体再次

被噬菌体感染时袁 糟则砸晕粤泽 作为模板靶向噬菌体的

原型间隔序列并利用 糟葬泽 蛋白进行切割袁从而对抗

外源基因的入侵咱远暂 遥 允蚤灶藻噪 等对 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统

进行改造袁将 糟则砸晕粤 和 贼则葬糟则砸晕粤圆 个序列通过一个

四碱基的连接环连接起来袁构成一个新的向导

砸晕粤袁相对于野生型的 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统渊如图

圆冤 咱苑暂 袁这种新型的系统更加容易构建并具有相同的

打靶效率咱苑暂 遥 悦葬泽怨 内切酶在向导 砸晕粤 分子的引导

下对特定位点的 阅晕粤 进行切割袁形成双链 阅晕粤 缺

口袁然后细胞会借助同源重组机制或者非同源末端

连接机制对断裂的 阅晕粤 进行修复遥 若细胞通过同

源重组机制进行修复袁会用另外一段 阅晕粤 片段填补

断裂的 阅晕粤 缺口袁因而会引入一段野新的冶遗传信

息遥 最近多项研究都表明袁砸晕粤 介导的 悦葬泽怨 系统

能够成功介导细菌尧小鼠细胞尧斑马鱼胚胎尧人类细

胞尧植物细胞尧非人灵长类动物食蟹猴胚胎等的基

因组编辑咱苑 原 员猿暂 渊图 猿冤 咱苑 原 员猿袁员苑暂 遥 砸怎凿燥造枣 允葬藻灶蚤泽糟澡 等利

用该技术成功构建了同时携带多个基因突变的小

鼠咱员源暂 遥 中科院李劲松研究组设计出一种引导 悦葬泽怨
结合到一个发生单碱基突变的等位基因上的向导

砸晕粤袁在这种等位基因上袁悦葬泽怨 能够切割发生突变

的 阅晕粤 序列遥 他们将野生型等位基因或寡核苷酸

注射到发生单碱基突变的小鼠受精卵中袁能够校正

发生突变的等位基因袁得到了无白内障小鼠咱员缘暂 袁这
是首次在完整动物中利用 悦砸陨杂孕砸 系统纠正致病的

突变基因从而治疗疾病遥 与此同时袁匀葬灶泽 悦造藻增藻则泽 研

究组通过 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 以及一个包含插入修补序

列的供体质粒在人类干细胞中纠正了与囊性纤维

化有关的缺陷袁成功培育出了功能正常的微型
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图 员摇 悦砸陨杂孕砸 位点结构咱圆怨暂

云蚤早援 员摇 栽澡藻 泽贼则怎泽糟贼怎则藻 燥枣 悦砸陨杂孕砸 杂赠泽贼藻皂咱圆怨暂

图 圆摇 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统的模式图咱苑暂

云蚤早援 圆摇 杂糟澡藻皂葬贼蚤糟 燥枣 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 皂藻凿蚤葬贼藻凿 阅晕粤 凿燥怎遭造藻鄄泽贼则葬灶凿 遭则藻葬噪咱苑暂

肠咱员远暂 遥 他们的研究为未来该技术用于人类遗传缺

陷疾病的治疗提供了希望遥

图 猿摇 砸晕粤 介导的 悦葬泽怨 系统定向咱员苑暂

基因组修饰作用机制示意咱员苑暂

云蚤早援 猿摇 栽葬则早藻贼藻凿 早藻灶燥皂藻 藻凿蚤贼蚤灶早 憎蚤贼澡 砸晕粤鄄早怎蚤凿藻凿 悦葬泽怨咱员苑暂

图 源摇 孕粤酝 序列在人类基因组中出现频率统计咱愿暂

云蚤早援 源摇 栽澡藻 枣则藻择怎藻灶糟赠 泽贼葬贼蚤泽贼蚤糟泽 燥枣 孕粤酝 蚤灶 贼澡藻
澡怎皂葬灶 早藻灶燥皂藻 泽藻择怎藻灶糟藻咱愿暂

悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 作为一种新的基因打靶技术袁在
构建和使用时简单尧方便袁只需要靶序列的 猿忆端含

有 孕粤酝 区即 晕郧郧袁而在人类基因组中每 愿 遭责 就会
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出现一个 孕粤酝 区咱愿暂 袁如图 源遥 利用该技术能够实现

多基因敲除尧敲入或特异性干扰调控袁为研究基因

的功能尧互作及调控网络机制提供了便利袁而其高

效的打靶效率也为改变与特定疾病相关的基因从

而为修复人类缺陷基因尧建立人类重大疾病模型尧
小分子药物的靶向治疗和定点修复尧动植物育种等

提供新的途径遥
圆摇 非人灵长类动物疾病模型的优势

目前袁人类遗传疾病模型的研究主要集中在果

蝇尧线虫尧斑马鱼尧小鼠尧大鼠等小动物模型上袁这些

小动物在研究神经退行性疾病发病机理上发挥了

重要的作用咱员愿袁 员怨暂 遥 但是这些小动物模型并不能完

全模拟人类疾病的病理变化和症状袁如多数转基因

小鼠的神经退行性疾病渊粤阅尧 孕阅 和 匀阅冤模型并不

出现明显的神经元细胞死亡咱圆园 原 圆圆暂 遥 此外袁这些小动

物寿命较短渊如小鼠最多生存 圆 耀 猿 年冤袁细胞器官

发育袁衰老过程及寿命具有种属差异性袁如表 员遥 尤

其在对自闭症尧精神分裂症及老年痴呆等神经系统

疾病的研究中袁难于用小鼠模型来检查灵长类动物

所具备的复杂的认知能力和社交能力遥 而且袁很多

治疗神经系统疾病的药物在小鼠模型上发挥作用

却在人类临床试验中失败咱圆猿暂 遥 目前袁用小鼠及其它

小动物模型尚未找到有效治疗神经退行性疾病的

方法及药物遥 因此袁种属差异可能对神经退行性疾

病病理变化影响甚大遥
而非人灵长类动物渊如猕猴尧食蟹猴等冤在生物

学上与人类高度相似遥 圆园员员 年袁我国科学家完成了

食蟹猴和恒河猴基因组的比较分析咱圆源暂 遥 猕猴与人

类基因组同源性高达 怨猿豫 咱圆缘暂 袁且猕猴大脑在解剖

学上与人类有着极高的相似性袁提示我们用灵长类

动物建立疾病模型的重要性遥 早在 圆园园园 年袁研究人

员将携带有绿色荧光蛋白 郧云孕 编码基因的病毒载

体送入猴卵细胞里袁得到了世界上第一只人工遗传

改造的猴要要要粤晕阅蚤咱圆远暂 袁证实了建立转基因灵长类

动物模型的可能性遥 随后袁再葬灶早 等利用类似病毒载

体注射受精卵的方法在 圆园园愿 年建立了携带有人突

变亨廷顿基因的转基因猴模型袁该人工修饰的转基

因猴模型能够模拟出 匀阅 患者的多种主要临床症

状袁如舞蹈病尧抽搐及肌张力障碍袁从而证明了首例

人类疾病的灵长类动物模型的建立遥 此外袁转基因

小猴中出生不久就表现出比小鼠模型更严重的症

状和早期死亡咱圆苑暂 遥 这些转基因猴疾病模型的成功

建立都表明了非人灵长类动物在研究人类遗传性

疾病的发病机理上具有重要的医学价值遥
但是依赖于病毒方法对灵长类动物进行遗传

学修饰也有一定的局限性袁即被转入基因的随机插

入使得突变位点无法预知袁突变数量无法控制袁从
而限制了动物模型的建立遥 而 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统

作为最新的基因定向编辑技术在建立大动物模型

上具有巨大的潜力袁且该技术无需胚胎干细胞袁将
不再局限于有限种类的模式生物遥 最近袁晕蚤怎 等研

究人员利用显微注射方法将 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统中

的 砸晕粤 注射到猴单细胞胚胎中袁证明该系统对食蟹

猴基因组也能进行基因修饰咱员圆暂 遥 于此同时袁世界上

的其他科学家也正利用该技术开展灵长类动物疾

病模型建立的工作咱圆愿暂 遥 虽然目前用灵长类动物研

究 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 的基因修饰功能还仅限于基因组

阅晕粤 突变的检测袁可以预测 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 的基因修

饰功能将使灵长类动物成为我们研究重大神经系

统疾病的发病机制及疾病的早期干预和药物筛选

的重要动物模型遥
世界上共有约 源园园 余种灵长类动物袁应用于生

命医学研究最常用的的灵长类动物是猕猴和食蟹

猴遥 美国等发达国家由于宗教尧伦理尧经济等因素袁
使得灵长类的研究遇到了困难遥 而中国是灵长类

动物资源丰富的国家之一袁对灵长类动物的研究方

面则存在许多优势遥
目前袁利用灵长类动物建立基因修饰动物模型

仍然面临巨大挑战遥 首先袁阳性胚胎打靶率和移植

的成功率有待于提高袁尤其是考虑到灵长类动物生

殖周期与繁殖期长袁动物费用高等因素遥 其次袁目
前所报道的基因修饰猴存在嵌合多态性和非单点

基因突变的不足之处袁 是否动物身体所有细胞都具

同样的基因修饰仍待证实咱员圆暂 遥 因此袁 优化阳性胚

胎打靶率和移植的成功率是建立灵长类动物模型

的关键遥
表 员摇 动物种属间的重要生物特性差别

栽葬遭援 员摇 月蚤燥造燥早蚤糟葬造 糟澡葬则葬糟贼藻则蚤泽贼蚤糟泽 燥枣 凿蚤枣枣藻则藻灶糟藻泽
遭藻贼憎藻藻灶 葬灶蚤皂葬造 泽责藻糟蚤藻泽

种属 性成熟期
妊娠期
渊天冤

平均寿命
渊年冤

平均体重
渊千克冤

人类 员缘 耀 员愿 年 圆缘远 苑缘 缘园
狝猴 猿 耀 缘 年 员远缘 圆缘 远
猪 怨 耀 员员 月 员员源 苑 愿园
鼠 苑 周 员怨 耀 圆员 圆 园郾 园猿

猿摇 展望

基因编辑新技术 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨 系统的飞速发
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展使得动物疾病模型的建立不再局限于少数的模

式生物袁使得在所有物种中实现基因组编辑成为可

能遥 该技术使用方便尧简单且打靶效率较高袁但同

时也存在潜在脱靶效应尧在胚胎不同阶段的多次打

靶使得基因编辑具有嵌合多态性等缺陷性遥 在未

来的研究中袁如何改进该技术的脱靶效应和基因打

靶的时空效应以避免突变多态性将是关键问题遥
由于灵长类动物在神经系统尧代谢系统和免疫系统

上与人类具有高度的相似性袁而且我国灵长类动物

资源丰富袁 利用先进的基因编辑技术 悦砸陨杂孕砸 辕 悦葬泽怨
系统构建人类重大神经系统退行性疾病的灵长类

动物模型将是未来生物医学研究发展的趋势袁同时

也是我国生命科学研究的优势和发展机遇遥
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