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嵌合猴是个大台阶

“实验动物是生命医学的基
础。鼠类实验动物模型之所以对
生命医学作出巨大贡献，关键在于
制作出了带有特定疾病基因的小
鼠品系。”此次研究的主角是猴，但
蒲慕明从一只获得诺贝尔奖的小
鼠讲起。

小鼠品系，是经过长期繁殖和
选择得到，同一品系的小鼠在遗传
特征和生理特性上高度一致，做药
物实验时互为对照，便于排除干扰
因素。

那么，带有特定疾病基因的小
鼠品系是怎么做出来的呢？

如果对一批小鼠的受精卵进
行基因打靶，改变基因组中特定基
因或者序列，由于打靶程度和靶点
不完全相同，各个受精卵的基因也
不同，并不能得到相同的疾病鼠。

蒲慕明介绍，美国分子遗传学
家马里奥·卡佩奇想到，可以把小
鼠A和小鼠B的受精卵在体外发育
到囊胚期。囊胚期是指卵子刚刚
受精但尚未种植到子宫的阶段，它
由尚未分化的外胚层和内细胞团
组成，外胚层未来会分化为胎盘，
内细胞团则将分化为胎儿个体，具
有发育全能性。

首先，对来自A的囊胚，马里
奥·卡佩奇团队首先把其中的内细
胞团里的细胞提取出来建成胚胎
干细胞系，通过基因打靶改变其特
定基因。筛选出其中打靶准确的
细胞大量扩增，从而得到一批完全
相同的、基因改变的胚胎干细胞。

第二，把这些来自A的胚胎干
细胞注射到B的囊胚内细胞团中，
这样就形成了一个嵌合胚胎，其内
细胞团既有来自A的，也有来自
B的。

第三，将嵌合胚胎植入小鼠C
体内孕育，最终诞生嵌合小鼠。小
鼠C并不对嵌合产生影响，只起到
代孕作用。

“最关键的是嵌合体中两种细
胞的比例，供体细胞占比要足够大
才能改变嵌合动物，这一点在鼠上
做成了。”蒲慕明说。

胚胎干细胞嵌合技术1984年
在小鼠上诞生后，迅速成为帮助科
学家确认单个基因在人类健康和
疾病中作用的一大利器，带来生命
医学界的重大革命，对这项技术作
出重要贡献的三位科学家马里奥·
卡佩奇、马丁·埃文斯、奥利弗·史密
西斯因此在2007年获得诺贝尔生
理学或医学奖。2008年，科学家在
大鼠上也实现了胚胎干细胞嵌合。

遗憾的是，胚胎干细胞嵌合技
术在灵长类上的研究进展十分缓

慢。由于啮齿类与灵长类存在巨
大差异，一些人类疾病并不能在啮
齿类实验动物上实现。猴作为与
人类亲缘最近的动物，被视为实验
动物模型的最佳选择，但尚未有技
术能制作出猴品系，实验猴的成熟
应用仅限于药物安全实验。

2012年，美国的灵长类实验室
曾得出实验结论：猴的胚胎干细胞
不能形成嵌合体。之后几年，中国
科学院院士、昆明理工大学季维智
团队取得重要进展，他们通过研究
得到过流产或出生的胚胎干细胞
嵌合猴，嵌合比例为0.1%～4.5%。

现在，世界首只胚胎干细胞高
比例嵌合猴诞生，向世界证实了猴
模型的可能性。2023年11月9日，
《细胞》以封面文章形式发表题为
《高比例胚胎干细胞贡献的出生存
活嵌合体猴》的研究成果，由中国
科学院脑智卓越中心、上海脑科学
与类脑研究中心刘真研究组，中国
科学院脑智卓越中心非人灵长类
研究平台孙强研究团队和中国科
学院广州生物医药与健康研究院
Miguel A. Esteban（米格尔·埃
斯特班）研究组合作完成，获得了
科技部、中国科学院、上海市、自然
科学基金委的资助。

审稿人评价，该研究结果是非
凡的，因为提供了强大的证据证实
灵长类胚胎干细胞可以产生高比
例的嵌合体动物，这在之前没有得
到明确证实。

解决三大难题，
嵌合程度高达70%

记者采访了解到，团队为40只
代孕母猴移植了有明显嵌合的囊
胚，共获得4只流产的胚胎和6只出
生的小猴。检测发现，其中1只流
产胚胎和1只出生小猴有明显嵌
合，前者的胚胎干细胞贡献比例约
20%，后者的胚胎干细胞贡献比例
高达70%。

团队进一步检测发现，供体胚
胎干细胞可以跟受体胚胎细胞同
步分化到猴的各种细胞谱系中。
其中，脑细胞的嵌合程度最高，达
到90%。“这意味着这项技术对于
脑疾病的研究潜力巨大。”蒲慕
明说。

“不仅如此，嵌合猴的胎盘组
织和生殖细胞中也有胚胎干细胞
的高比例贡献。”刘真说，胎盘组织
和生殖细胞在胚胎发育和重编程
过程中非常特殊。其中，胎盘组织
由外胚层发育而来，小鼠胚胎干细
胞几乎不会贡献到胎盘组织，灵长
类胚胎干细胞可能具有不同于啮
齿类的独特的发育全能性特征。

生殖细胞发育过程中要经历
更加剧烈的表观重编程，生殖细胞
的高比例贡献表明供体基因可以
传递给下一代，这对后续基于该技
术的遗传修饰实验猴模型构建至
关重要。

世界首只胚胎干细胞高比例
嵌合猴为什么能成功诞生？刘真
及团队告诉记者，主要是在前人研
究的基础上解决了三个难题：

一是获得有高效发育潜能的
猴胚胎干细胞。小鼠的胚胎干细
胞有幼稚态和始发态两种形态，其
中幼稚态的发育全能性更强。但
常规培养的灵长类胚胎干细胞与
小鼠胚胎干细胞的始发态更接近，
一定程度上表明，灵长类胚胎干细
胞的发育全能性天然更弱。

“培养液是关键。”刘真介绍，团
队广泛研究各类用于干细胞的培
养液后，建立了处于6种不同培养
体系下的食蟹猴胚胎干细胞，发现
5iLAF、4CL和PXGL培养体系下的
干细胞具有较高的多能性，而且
4CL培养体系下的干细胞具有更好
的传代稳定性和基因组稳定性。

二是解决胚胎干细胞注入后
快速凋亡的问题。由于胚胎发育
条件和干细胞培养条件不同，团队
需要避免胚胎干细胞注射入受体
胚胎后快速凋亡。

中国科学院脑智卓越中心联
合培养博士曹静介绍，团队选用
4CL培养液下的胚胎干细胞进行
猴胚胎注射实验，通过测试不同培
养液和培养时间的组合，发现4CL
培养液与胚胎培养液1:1混合可以
得到最适合嵌合胚胎的培养条件。

三是严谨准确地检测出嵌合
比例。为了追踪胚胎干细胞，按照
领域内常用的方法，团队早在胚胎
干细胞植入胚胎前就将其标记上
了绿色荧光蛋白，由胚胎干细胞分
化而来的细胞会表现出荧光。

除此之外，团队建立了包含
PCR扩增（聚合酶链式反应）、微卫
星亲子鉴定、基因组单核苷酸多态
性深度测序、流式细胞仪检测、绿
色荧光蛋白检测、免疫荧光检测的
一系列严格的嵌合体分析流程。
刘真举例说，小猴出生后，团队首
先用微卫星亲子鉴定（类似人的亲
子鉴定）来确定嵌合猴确实携带来
自胚胎干细胞的信息，随后用基因
组单核苷酸多态性深度测序解析
嵌合猴的基因组信息，从而区分胚
胎干细胞和原本胚胎细胞的比例。

此项研究严格遵守生物伦理
规范，所有实验均符合国际干细胞
研究学会的研究指南，并经过中国
科学院脑智卓越中心伦理委员会
审核。

“在我看来，此次嵌合猴成果对生命医学的重要性不亚于克隆猴，是非人灵长类实验动物模
型制作的一个里程碑。”

胚胎干细胞可以体外无限自我复制，对于制作携带疾病基因的非人灵长类实验动物模型来
说，胚胎干细胞嵌合体技术有着其独特的优势

“我们的目标是尽快做出几种脑疾病的猴模型，争取在5年内向世界证实猴模型对医药研发
有用。”

“已经有一些跨国公司联系到我们，希望以后在上海建立医药CRO公司，我们做出来猴模
型可以给他们应用，这是一个未来产业。”

规模化应用很快到来

鼠类模型有很多优势，比如繁殖
快、体积小、很多基因编辑的方法也
很成熟，但其与人类的区别较大。以
脑疾病研究为例，鼠脑没有人脑那样
的沟回和脑区，很难用鼠类模型模拟
神经系统疾病，包括但不限于孤独
症、老年痴呆症、帕金森症等。如果
能用猴制作出成熟的疾病模型，那么
当下的许多疑难杂症研究治疗有可
能出现转机。

蒲慕明介绍，针对不同疾病，有
不同的模型制作方法。2018年，中
国科学院脑智卓越中心制作出了世
界首个体细胞克隆猴，次年利用该技
术制作出了5只脑疾病体细胞克隆
猴，目前正与中国科学院上海药物研
究所合作开发治疗脑疾病创新药。
2016年国际上第一个用转基因技术
做出来的孤独症猴也出自这个研究
团队。

“现在我们开发了七八种不同的
猴模型，但这些模型不是最好的，因
为每只猴的个体差异太大。胚胎干
细胞嵌合技术有望得到没有个体差
异的疾病猴，从而推动猴模型走向规
模化应用。”蒲慕明说。

从技术突破到真正建立疾病猴
模型，需要多长时间？

猴模型的制作比鼠模型困难很
多。仅从时间周期来看，小鼠20天
出生，2个月性成熟，既可以传代也
可以用于研究。猴怀胎需要5个半
月，性成熟则需要5年甚至更久。

猴模型的制作除了研发和构建
模型技术外，还需要针对猴模型重新
建立饲养空间、行为范式、测试体
系等。

刘真介绍，下一步将对胚胎干细
胞进行基因打靶，也就是让猴携带上
特定的疾病基因，这是制造疾病猴模
型的关键一步。此次成果证实了胚
胎干细胞高比例嵌合猴能做出来，即
理论上基因打靶后再按照现在这个
嵌合步骤就能做出疾病猴模型，但实
际能不能、会遇到什么问题还需要实
践去验证。此外，中心有其他团队关
注相关的表型分析、疾病测试、药物
干预和认知研究。

“我们的目标是尽快做出几种脑
疾病的猴模型，争取在5年内做出一
些创新药来，向世界证实猴模型对医
药研发有用。”蒲慕明告诉记者，届
时，基础研究团队的成果将向下游推
广，凭借猴模型上的独家优势吸引全
球资源，“已经有一些跨国公司联系
到我们，希望以后在上海建立医药
CRO（医药研发外包）公司，我们做
出来猴模型可以给他们应用，这是一
个未来的产业。”

据《瞭望》

嵌合猴

从克隆猴到嵌合猴
灵长类模型还有多远？

2018年1月25
日，克隆猴“中中”
和“华华”以封面
文章形式登上国
际学术期刊《细
胞》，标志着体细
胞克隆技术首次
在灵长类动物上
实现。

五年后，由中
国科学院脑科学
与智能技术卓越
创新中心（以下简
称脑智卓越中心）
牵头的研究再次
登上《细胞》封面，
这一次，他们带来
了“嵌合猴”。

这是世界上
首个用胚胎干细
胞构建的高比例
嵌合猴。团队将A
猴的胚胎干细胞
注射到B猴的胚胎
内细胞团中，再将
嵌合胚胎植入C猴
体内代孕，最终诞
生的小猴由A猴胚
胎干细胞和B猴胚
胎细胞共同分化
而来，供体胚胎干
细胞的占比高达
70%左右。

“在我看来，
此次嵌合猴成果
对生命医学的重
要性不亚于克隆
猴，是非人灵长类
实验动物模型制
作 的 一 个 里 程
碑。”中国科学院
院士、中国科学院
脑智卓越中心学
术主任蒲慕明接
受《瞭望》新闻周
刊记者采访表示，
胚胎干细胞可以
体外无限自我复
制，对于制作携带
疾病基因的非人
灵长类实验动物
模型来说，胚胎干
细胞嵌合体技术
有 着 其 独 特 的
优势。


