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非人灵长类动物在神经病学和经颅磁刺激研究中的应用进展*

吴漫锋1，2 兰 月1，2，3

目前的神经病学临床前研究中，以啮齿类动物为主流，

非 人 灵 长 类 (non- human primates， NHPs) 的 研 究 仅 占

5%[1—3]。然而，尽管在机制探索和疾病治疗方法的初步探索

上，啮齿类动物有着不可磨灭的贡献，但是在转化医学上，由

于啮齿类动物与人类的神经系统存在着解剖与生理差异，导

致了多项转化研究失败，故有学者建议，应该在NHPs上进行

临床前研究[2]。与其他实验动物相比，NHPs研究对于转化研

究的意义重大，在进化树上，NHPs同人类的亲缘关系最近，

拥有90%以上的基因相似度[4]；此外，NHPs在神经解剖、生理

上均与人类相近，具有复杂的认知和运动功能，是理想的临

床前研究实验动物[3，5]。在NHPs中，恒河猴经颅磁刺激(rhe-

sus monkey)是理想的模型，但是因为费用较高、相对稀少、

生命周期较长，已逐渐被食蟹猴 (cynomolgus monkey)替

代[1，5]。本文主要对以恒河猴、食蟹猴为主的旧大陆猴在神经

科学和经颅磁场刺激 (transcranial magnetic stimulation，

TMS)研究中的应用进行描述。

1 NHPs在神经科学的主要应用领域

临床上，神经病学主要有神经退行性病和脑血管疾病，

神经退行性病多见帕金森病(Parkinson's disease，PD)和阿

尔兹海默病(Alzheimer's disease，AD)，脑血管病多见脑卒

中。关于NHPs在神经病学研究领域的报道多见帕金森病和

卒中[1—3，6]。

1.1 帕金森病

当前NHPs的帕金森病模型有：神经毒素-化学药物诱导

损伤模型、颅内毒性蛋白注射模型和转基因模型[7]。转基因

模型包括成体转基因操作和胚胎转基因操作，但都存在建模

周期长的缺点，成体转基因模型更是缺乏明显的行为学表

现，在NHPs帕金森病模型中并未广泛应用[8]。颅内毒性蛋

白注射模型主要是向颅内注射异常聚集的α突触核蛋白，

NHPs可出现PD病理表现[9]，但同样缺乏行为学表现。因此，

目前转基因模型和颅内注射毒性蛋白模型主要用于PD的病

因探索。而PD治疗的探索，多用传统的神经毒素-化学药物

诱导模型。神经毒素-化学药物诱导模型主要通过颈动脉注

射以1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶(1-methyl-4-phenyl-1，

2，3，6-tetrahydro-pyridine，MPTP)为主的儿茶酚胺能神经毒

素，穿透血脑屏障，靶向损伤黑质多巴胺能神经元产生帕金

森病的症状[6]。Li H等[10]使用MPTP的代谢产物1-甲基-4-苯

基吡啶离子(1-methyl-4-phenylpyridinium，MPP+)向食蟹猴

脑室内给药，成功诱导了 NHPs 慢性 PD 模型，克服了传统

MPTP 建模的停药后恢复、个体差异大、症状不稳定等缺

点。啮齿类动物寿命较短且通常不显示非运动症状，而

NHPs 寿命更长，注射 MPTP 后可出现非运动症状 [4]，故而

NHPs帕金森病模型可用于测试干细胞移植、深部脑刺激或

药物等治疗手段治疗与PD相关的所有缺陷的能力，还可观

察长期疗效，如Hallett PJ等[11]用低剂量MPTP诱导出食蟹猴

PD模型后，通过移植自体诱导多能干细胞后，观察到移植的

细胞存活2年并重新激活宿主大脑。

1.2 卒中

1.2.1 NHPs的卒中研究概况：卒中包括缺血性卒中和出血

性卒中，在人群中，缺血性卒中比例更大，关于卒中的基础研

究，也以缺血性卒中即脑梗死为主。卒中治疗专业委员会

(stroke therapy academic industry roundtable，STAIR)建议，

卒中的研究应该从啮齿类动物开始，然后在猫或非人灵长类

动物上进行，接着再对人类进行大型临床试验[1—2]。STAIR[1]

指出，除遗传、神经解剖与生理同人类高度相似外，与啮齿类

动物相比，NHPs的脑梗死模型用于卒中研究的优点还在于：

①NHPs模型可降低假阳性率，因为啮齿类动物神经可塑性

极强，研究中可能出现假阳性结果，即错误认为无效的治疗

方法有效，且啮齿类动物大脑梗死面积小，梗死边界轻微改

变就能出现“显著的”体积组织抢救；②NHPs寿命较啮齿类

动物长，可用于较长时间的随访，因为有学者指出，卒中后治

疗出现阳性结果应当随访一段时间，理由是在治疗后的较短

的时间内具有最初的疗效，但随着时间的流逝，最初的有益

作用可能会消失。目前未见任何关于NHPs自发性缺血性卒

中模型的报道，该模型多人工诱导。NHPs研究经验有限，尚
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没有标准化的、公认的非人灵长类动物脑梗死模型[1]，所以

NHPs的卒中研究中有相当部分是用于探索卒中模型的构建

方法。

1.2.2 常见的NHPs卒中模型构建方法：常见的NHPs卒中

模型构造方法有：电凝法 [12]、光化学法 [13]、血管介入法 [14]。

Chen X等[12]用电凝法造模，选用24只4—5岁健康雄性食蟹

猴进行显微操作，17只行左侧大脑中动脉闭塞手术，7只行

假手术，从左额颞部颅骨开颅，暴露左侧大脑中动脉后，通过

双极电凝将左大脑中脉M1分支的远端阻塞，并用微剪刀切

开。术后严格护理下，食蟹猴均存活，术后 1周 17只大脑中

动脉影像学、行为学均出现支持左大脑中动脉闭塞的结果，

符合STAIR[1，12]的要求；7只假手术猴表现出正常行为。该方

法优点在于操作可视化，准确阻断相应血管，缺点在于创对

NHPs创伤较大。Khateeb K等[13]用光化学法，并开发了一个

定量模型，该模型可根据NHPs大脑皮层中的光的光散色曲

线预测组织损伤程度；在该模型的指导下，用 2只 14—16岁

健康雄性恒河猴，静脉注射光敏染料玫瑰红，切开颅骨暴露

目标血管，用特定波长的光照射特定区域血管，使光敏剂发

生反应，释放自由基物质，引起血管内皮损伤，随后在脑组织

受照射区域形成血栓，造成局灶性梗塞，从影像学和组织病

理学角度证明造模成功。然而，该方法梗死只局限于大脑皮

层，未能实现深部梗死。血管介入法从股动脉穿刺微导管，

在数字减影血管造影(digital subtraction angiography，DSA)

系统的指导下到达相应血管，注射或放置相应的物质实现永

久性或暂时性梗塞的，称为微导管法[14]；通过结扎动脉，然后

血管内注射凝血酶，制备血栓模型，模拟脑梗死发病过程的，

称为血栓法[14]。Wu D等[14]用16只8—10岁成年雄性恒河猴

比较了微导管法和血栓法制备模型的特点，指出微导管法梗

死面积更大，死亡率更高，血栓法制备的血栓不够稳定，容易

扩散到分支血管。介入法理论上更接近卒中的病理生理过

程，但是对实验者和实验条件的要求更高，需要专业介入医

生和相应技术如 X 线或 DSA 作为指导，才能确保造模成

功。3种模型构建方法均对操作者有较高要求，卒中模型构

建过程中，若操作者熟练程度不足或术后护理不足，会有较

高死亡率或失败率[1—2]。

1.2.3 NHPs在卒中研究的其他应用：NHPs在卒中领域的应

用除探索卒中模型构建方法外，还可见于治疗方法探索和机

制探索研究。笔者以为，在NHPs上进行机制探索研究，需要

满足以下条件：实验假设的机制相关分子在较低等的动物如

啮齿类中不存在或与人不同，而NHPs与人共有且相同，为此

需要结合生物信息技术和组学技术，降低实验成本；如Law

HC等[15]用8只食蟹猴进行脑卒中慢性期分子机制的探究，通

过差异蛋白质组学分析，发现CaMKII、Annexin V两个与卒

中相关的蛋白。如前文指出，NHPs在医学研究的优势之一

在于可长期随访，观察长期效应，Chen Y等[16]用电凝法探究

食蟹猴脑梗死后肠道菌群失调和慢性炎症的持续性，指出脑

梗死后可引起慢性炎症反应并导致肠道微生态持续性失调，

然而，该研究未指明肠道微生态失调与脑梗死间的相互作用

关系，未指出二者是如何相互影响的，同时，食蟹猴脑梗死后

应用抗生素亦可能对结果造成影响，该研究尚未排除抗生素

的影响，且仅观测了造模手术后一个半月的肠道菌群变化，

是否真正存在持续性改变应当观测更长时间。

2 NHPs在神经科学中的常见研究方法

在啮齿类动物中，有一系列成熟的神经科学研究工具，

如光遗传、钙成像、双光子等，而NHPs的神经科学研究工具

尚不成熟，目前较为常见的研究方法，除常见的分子生物学

实验技术如 PCR、qPCR、Western Blot，病理学技术、免疫组

化外，还有影像学、电生理和行为学等活体研究手段。

2.1 影像学技术

神经疾病往往伴随着神经系统解剖结构的改变，影像学

为活体连续动态观察病灶提供了可能，同时还可为实验操作

提供指导。目前神经影像学常见方法包括单光子发射计算

机断层扫描(single-photon emission computed tomography，

SPECT)、正电子发射计算机断层扫描 (positron emission

computed tomography，PET)、数字减影技术(digital subtrac-

tion angiography，DSA)、磁共振成像 (magnetic resonance

imaging，MRI)及其衍生技术如磁共振波谱成像(magnetic

resonance spectrum，MRS)、功能性磁共振成像 (functional

magnetic resonance imaging， fMRI)、MR 灌注成像 (perfu-

sion weighted imaging， PWI)、弥 散 加 权 成 像 (diffusion

weighted imaging，DWI)、弥散张量成像 (diffusion tensor

imaging，DTI)等。神经影像学检查时间相对较长，要求受

检查者在检查期间保持不动或减少活动，而清醒NHPs难以

配合，故对 NHPs 进行影像学检查多需要在麻醉状态下进

行。MRI和衍生技术常在卒中研究中用于计算病灶体积、查

看神经纤维连续性[12—15]。MRS是评估活体脑组织代谢物浓

度的唯一非侵入性方法，Huang L等[17]比较了MPTP造模后

3个月PD食蟹猴MRS(3.0T)和高效液相色谱法(high-perfor-

mance liquid chromatography，HPLC)测得的纹状体 γ-氨基

丁酸(gamma-aminobutyric acid，GABA)浓度与行为评分的

相关性，发现MRS测得的GABA浓度与行为评分无显著相

关性(r=0.146，P=0.688)，而HPLC测得的GABA浓度与行为

评分有正相关(r=0.444，P=0.038)，指出可能需要更强的磁场

强度并优化数据处理方法。随着计算机技术的发展和大数

据概念的提出，NHPs的影像学技术亦在这方面发挥着巨大

作用。近年来，国外由于实验用NHPs数量较少，主要从亚洲

进口，限制了NHPs的应用，而我国则在这方面有较大地理优
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势，故而有较大的进展，其中以中科院为领先，除转基因猴

外，还包括 NHPs 的影像学技术和影像大数据。中科院

Zhan Y等[18]设计了猴-人跨物种机器学习分析流程，利用转

基因猴解析自闭症和强迫症的神经环路机制，为影像学精准

诊断提供证据。Lv Q等[19]从 162只健康食蟹猴采集高分辨

的磁共振影像数据，制作食蟹猴脑图谱并建立了大样本标准

化模型，可用于食蟹猴疾病模型的参照，服务于个体化定量

统计分析。中科院的研究还提示研究者，可构建NHPs大型

影像学数据库如灵长类数据交换中心(PRIMate Date Ex-

change)[20]供广大研究者共享，为大数据分析提供数据并降低

总体研究成本，推动转化医学和个体化精准医学。

2.2 行为学

行为学是评价疾病模型构建是否成功、干预是否有效的

重要指标。国内外关于NHPs行为学评价的报道较少，未形成

系统的评价体系。目前大都采用摄像头录像后人工分析和量

表评定等方法进行研究。Asakawa T等[21]对多个恒河猴PD

评估量表进行总结，指出量表评定应使用单向镜以确保实验

对象见不到观察者，同时需要用摄像头记录，最好能够采取双

盲实验。尽管如此，量表评估还是存在较强主观性，可能因为

观察者的经验不同而得出不同结论，随着摄像和运动分析软

件的发展，这些量表会逐渐客观化，但Asakawa T认为仍应注

意量表的主观化问题。剑桥神经心理测试自动化组合(Cam-

bridge neuropsychological test automated battery， CAN-

TAB)触屏认知测试系统是目前较为公认的NHPs认知行为学

评价系统。动物通过触屏进行多项测试如强化认知(rein-

forcement familiarization)、训练程序(training program)、内外

空间设置变化与视觉辨别(ID/ED)、对显示符号的短暂识别与

不识别(delayed matching/non-matching to sample)、空间记

忆 (spatial working memory)、选择序列反应时测试 (five-

choice serial reaction time)、成对结合学习 (paired associ-

ates learning)、进度表(schedules)等，评价动物的注意力、认知

能力和记忆力等[22—23]。同啮齿类动物相比，NHPs的行为学检

测优势还体现在运动行为学上，可观察到上肢精细运动的变

化，如Kato J等[24]用垂直缝隙任务(vertical slit task)，即让食

蟹猴将手深入管道中取食，观察手指在取物时的运动，研究食

蟹猴内囊损伤后精细运动功能的康复。临床上手功能的康复

对患者生活质量有很大影响，而啮齿类动物乃至兔、犬、猪等

均无法观测到该指标，故而NHPs在这方面有着无可替代的优

势。对于NHPs下肢活动的行为学研究方法，可有足迹分析

法，可观测到在啮齿类动物上无法直观观测到的膝关节弯曲

角度，判断下肢运动功能，如 Wei RH 等[25]通过测量关节角

(joint angles)和仰角(elevation angle)比较食蟹猴脊髓损伤后

下肢运动功能的康复。然而，NHPs的行为学评价缺陷在于，

相当一部分需要以月计甚至以年计的训练周期，增加了实验

周期，限制了NHPs的应用。

2.3 光遗传学

光遗传学(optogenetics)是神经环路研究的重要工具，建

立在立体定位注射技术的基础上，通过遗传学方法，如注射

载体病毒等，在细胞膜上表达光敏蛋白，在特定波长的光下

开放离子通道，改变膜电位，实现去极化或超极化，从而兴奋

或抑制神经元，较传统神经调控技术如电刺激等具有更高的

空间精确度和时间精确度[26]。NHPs立体定位注射技术难度

较大，需要大量实践经验的摸索，然而，由于成本、周期等多

种原因，NHPs在基础研究中的使用量和使用范围不如啮齿

类动物，NHPs的实验技术实践经验相对不足，成熟的NHPs

光遗传技术仍有待摸索[27]。Han X等[28]首次将光遗传学应

用于清醒NHPs，通过向恒河猴额叶皮层立体定位注射携带

ChR2基因的慢病毒，通过组织学技术证明了ChR2基因在兴

奋性锥体细胞表达，并证明了光遗传学于NHPs的安全性和

有效性，之后又报道了通过向恒河猴注射携带ArchT基因的

慢病毒来实现神经元抑制的做法[29]。Murris SR等[30]通过磁

共振引导的对流强化传递 (convection enhanced delivery，

CED)方法将携带光敏蛋白C1V1融合黄色荧光蛋白(yellow

fluorescent protein，YFP)的基因腺病毒(AAV)注射到恒河猴

大脑皮质S1区和M1区，免疫荧光法证明其在S1和M1区大

面积表达，提供了一种较传统方法损害较小且能够大面积表

达的操作技术。然而，仅个别的研究对NHPs光遗传技术的

推动作用仍很微小，有学者指出需要更多细节与数据，包括

失败经验，为此，Tremblay S等[31]汇总了全世界 45个实验室

共1000多次实验NHPs光遗传学的实验记录，在OSF上创建

了非人灵长类光遗传学开放数据库 (NHP optogenetics

open database)。该数据库向全世界实验者开放，详细记录

了实验细节、方法和结果，包括 500 余条未发表的结果，为

NHPs光遗传学技术的探索提供了大量宝贵经验。

3 NHPs在经颅磁刺激研究中的应用

3.1 TMS简介

TMS是一项无创性神经调控技术，广泛应用于神经精

神疾病的研究和治疗中，其基本原理是使电流通过线圈产生

脉冲磁场，根据电磁感应原理形成电动势，进而产生感应电

流，影响神经元膜电位，当刺激达到或超过阈值时，会引起局

部大脑神经元去极化，产生兴奋性动作电位，从而产生一系

列生理生化反应。感应电流与组织阻抗成反比，皮肤、脂肪、

颅骨等阻抗极高，故而不会刺激疼痛感受器，所以该技术基

本无痛。TMS刺激后会产生短时效应和长时效应，短时效

应主要用于记录或模拟损伤，这种损伤往往是可逆的；长时

效应多用于治疗。除个体差异外[32]，TMS治疗效果还与参数

有关，主要有：刺激频率、刺激强度、刺激时间、刺激部位、线
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圈类型、线圈角度。此外，影响治疗效果的还可能包括其他

因素如患者年龄、治疗时间点等。根据刺激模式不同，TMS

大致分为单脉冲 TMS、双脉冲 TMS 和重复性 TMS(rTMS)、

成对关联刺激。θ爆发式刺激(theta burst stimulation，TBS)

是模式化 rTMS的一种，模拟皮质、海马在学习、记忆、运动过

程中出现的内源性震荡θ频率。TBS的基本参数为：3脉冲为

一丛，从内频率50Hz，丛间频率5Hz，即θ频率。在此基础上，

根据刺激持续时间，又分为：①间歇性TBS(iTBS)，θ频率刺激

2s，间歇8s；②持续性TBS(cTBS)，以θ频率联系刺激40s；③中

间 TBS(imTBS)，theta 频率刺激 5s，间歇 10s[33]；在临床中，以

iTBS和cTBS较为常用。较常规 rTMS，TBS较短时间的刺激

即可引起皮层兴奋性改变，且改变持续时间更长。

3.2 NHPs在TMS研究中的优势与应用

与人类相比，NHPs的优势在于可进行更多侵入性操作，

有更多的神经科学操作工具，从而提升空间精确度 [34]。

Mueller JK等[35]设计了一个特制的 8字型线圈，可记录单个

神经元的电活动，该线圈需要在NHPs头颅上植入固定装置

以固定线圈，保证每次刺激位置相同，Romero MC等[36]在恒

河猴中应用此装置，探究TMS刺激单个神经元对周围的空

间影响和任务相关事件的影响。然而，上述方法对实验动物

进行侵入性操作，其植入物均可能造成后期影像学数据的伪

影，故相应方法应当根据实验目的和观测指标酌情使用，或

改用其他受伪影影响较小的指标。尽管侵入性操作的植入

物可能影响观测，但同人类相比，NHPs可进行侵入性操作的

优势还体现在可以应用立体定位技术或开颅手术构建相应

模型，如前文所述的脑梗死模型和PD模型，结合TMS探索

TMS治疗相应疾病的最佳方案，同时取材验证；此外，NHPs

还可以运用转基因技术构建模式动物用于探索特定疾病的

治疗，如构建强迫症、自闭症食蟹猴[18]探索TMS的治疗方案

和机制等；目前发表的文献中，关于TMS在NHPs上多作为

测量指标，用相关技术在NHPs构建疾病模型后应用TMS治

疗有很大的探索空间，Tischler H等[37]在PD食蟹猴应用TMS

作为检测指标后指出，TMS在不同疾病的患者中应用可能

产生与正常受试者不同的神经效应，更支持了TMS在疾病

探索上的巨大空间。同啮齿类动物相比，NHPs遗传、解剖、

生理更接近人类，其与人类相近的大脑沟回形态更是保证了

大脑电流分布的相似[3—5，38]，且TMS线圈在NHPs上产生的电

场强度与人类相近 [34]，更适合用于探索最适用于治疗的参

数。Alekseichuk I等[34]比较了小鼠、恒河猴和人类中TMS有

限元方法(FEM)建模研究，即通过工科算法，系统评估感应

电场，并分析它们与头部和大脑解剖结构的关系，发现具有

70mm8字形线圈的TMS在小鼠大脑中产生的电场强度要比

恒河猴和人脑弱2倍，而恒河猴和人脑的电场强度相当。这

提示了在啮齿类动物上的TMS研究成果不一定能应用到人

上，需要在与人接近NHPs上进一步证明、探索，而在NHPs

得到的结果，可能更接近于在人上应用的结果。

4 小结

综上所述，NHPs在神经科学上的应用具有一定优势，对

转化医学的贡献较大，但是目前关于NHPs的经验尚少。尽

管NHPs是神经科学中理想的模式动物，然而NHPs的伦理

审核较其他实验动物更高，NHPs的疾病模型和研究工具尚

不成熟，同时，NHPs价格较为昂贵，数量较啮齿类动物稀少，

限制了NHPs的大规模应用，故而为确保研究合理性，NHPs

应当与啮齿类动物的研究和临床数据相结合，并合理利用当

下热门的计算机技术和大数据资料。啮齿类动物因生命周

期短、实验成本低、实验技术成熟，在神经科学研究中仍有一

定优势，可用于机制探索和一些治疗方法的初步探索；然而

在转化研究上，啮齿类动物在遗传、解剖、生理等方面始终与

人存在巨大差异，而与人相近的NHPs在这方面则有着巨大

优势，NHPs研究可与啮齿类动物的研究相结合。对于某些

治疗方法的初步探索，可先在周期短的啮齿类动物上快速得

出是否有效的结论，然后在NHPs上验证转化效果，同时观察

长期疗效；对于机制的探索，可先通过生物信息学技术，结合

数据库查询假设的机制相关分子在人、NHPs和啮齿类动物

上的存在情况，若为三者共有，则直接在啮齿类动物上探索，

若为NHPs和人共有而啮齿类动物不具备，则应在NHPs上

进行探索，如此才能使整个研究更符合科学和伦理要求。此

外，由于伦理、成本、周期等限制，NHPs当下及未来仍难以大

量使用，故而可以通过数据库实现数据共享，解决部分研究

的样本量的问题，以满足统计学要求。同时，NHPs的医学研

究还可以与工科结合，运用人工智能算法，在大量临床数据

中模拟出最佳治疗方案，并在NHPs上进一步探究和验证。
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