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果蝇昼夜节律的分子机制研究进展
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摘要 果蝇由于遗传易操作性而成为一个研究昼夜节律分子机制的理想模式生物.到目前为止，通过遗传学和生

物化学方法已经鉴定到10多个时钟基因((clock genes)和许多时钟相关基因，包括时钟输入基因和钟控基因.这些
时钟基因以及它们的相应产物组成两个互相依赖的转录/翻译反馈环路，从而调节行为和生理的昼夜节律.果蝇这

种核心钟的工作原理同样见于哺乳动物.
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    地球自转和公转所引起自然环境的昼夜波动和

季节变化，深刻地影响地球生物的生命活动.生物

节律是生物最基本的特征之一，昼夜节律是生物生

命活动中最多见的一类生物节律，从单细胞生物如

真菌直至人类均表现昼夜节律.早在17世纪，人们

在可进行光合作用的植物中首先注意到昼夜节律现

象[n1，而深入研究昼夜节律的内在定时机制却是近

几十年的事，这归功于分子生物学和遗传学的研究

技术不断发展.由于果蝇有遗传易操作性和经典的

遗传杂交技术优势，果蝇成为昼夜节律研究最前沿

的模式生物.理解昼夜节律分子基础的重大突破来

自对果蝇的研究，科学家通过研究果蝇可以深刻地

理解昼夜节律行为的分子、细胞和进化的基础.

    生物昼夜节律系统包括输入途径、生物钟本身

和输出途径三个部分.输出途径指生物将外界环境

的时间信号，如光照、声音和温度等传入到生物钟

从而导引(entrainment)生物钟的过程，最主要的授
时因子是光照信号;生物钟本身指可以产生自我维

持的昼夜振荡机制;输出途径指生物钟将产生的时

间信号传出到特定的外周组织，从而调节特定的生

理和行为的过程.实际上，这三部分可以相互作用

形成一个复杂的昼夜节律网络系统.这些方面在果

蝇中均得到较为深入的研究，下面逐一给予综述.

1 果蝇昼夜生物钟的导引

    研究证实光照导致果蝇时钟蛋白TIMLESS

(TIM)水平降低，从而导引生物钟时相(图I) [21,

而TIM蛋白本身不是光敏感性的，因此，必须有

一个中介来介导TIM蛋白对光反应.对果蝇的研究

为其他生物的生物钟如何被导引提供了线索.早期

实验表明，视紫红质并不是果蝇昼夜节律的光感受

器，因为耗竭视紫红质(维生素A)或者ninaE突变
(缺乏视紫红质)、多。，突变(缺乏眼结构)或norpA
突变(缺乏光信号转导蛋白磷脂酶C)均不影响外
界光照黑暗周期导引果蝇的昼夜节律[[3l.通过遗传

筛选，鉴定一种重要的节律光感受器突变体，称为

crybl4. 51，它表现正常的运动节律，也可完全导引到
12 h:12 h光照黑暗周期.但它和野生型果蝇不同之

处在于，在夜间呈现短暂的10 min光刺激之后，

它并没有表现时相位移，而且在持续光照条件下仍

然呈现昼夜节律，而野生型果蝇在这种条件下丧失

节律.最重要的是，它体内核心时钟蛋白TIM的水

平对光刺激不敏感.经过分子遗传学分析发现，cry

基因编码的蛋白质隐色素((CRYPTOCHROME,

CRY)和植物昼夜节律的光感受器隐色素具有高度

序列相似性.CRY是果蝇脑内深部的蓝光敏感性光

感受器[[31，主要表达在脑内中央昼夜起博神经

元— 外侧神经元(lateral neurous, LNs). c护突变
位点对应于一个核黄素结合位点的高度保守位置.

生化特征分析发现，TIM蛋白对光敏感性通过
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                Fig.1 Two interlocked feedback loop model for Drosophila clocks

                    图1果蝇昼夜生物钟的两个互相依赖的反馈环路模式

在第一个环路中，CLK和CYC蛋白结合形成异二聚体，在细胞核结合在pe:和tim基因中的E-box
元件上，正向调节它们的转录.而PER和TIM蛋白在细胞浆堆积形成PER/TIM异二聚体之后，在

夜间转移至细胞核，抑制CLK/CYC复合体的转录活性，结果抑制它们自身的转录.在第二个环路

中，VRI和PDP分别是Clk转录的阻遏物和激活物.CLK同时激活Pdp 1和vri的转录，而VRI和
            PDP反过来先后抑制和激活‘1k的转录，使得CA表达呈现昼夜振荡.

CRY介导，光线通过CRY促进TIM蛋白的磷酸

化、泛素化直至降解，而这种光介导的降解依赖于

核黄素的氧化还原活性.因此，在夜间早期，当

TIM蛋白水平升高时，呈现短暂的光刺激，通过

CRY促进TIM蛋白的降解，延迟了TIM的堆积，

进而延迟随后的分子钟时相;相反，在夜间后半部

分TIM蛋白水平正处于下降，这时给予光刺激，

加速TIM蛋白的降解，导致时相提前.c ryb突变体
并不是完全不能感知昼夜的时间信号，因为这种突

变体仍具有可导引的生物钟，而且它的运动节律可

导引到一个新的光照黑暗周期.glass6; cr)}双突变
体[[6]，既缺乏CRY又缺乏眼结构，表现出完全不

能感受外界昼夜时间信号，这些研究表明果蝇隐色

素、复眼/单眼和视网膜下H-B小眼共同感知昼夜

时间信号(图2).因此果蝇利用三种光感受器导引生

物钟，这与哺乳动物有些不同.

光信号

背侧

Fig.2  The light-input pathways of the clock in Drosophila
          图2果蝇昼夜生物钟的光输入途径

光照信号通过CRY、复眼/单眼和视网膜下H-B小眼导引中

枢昼夜起搏神经元— 外侧神经元，后者分为背外侧神经

元(LN〕和腹外侧神经元(LN,), LNv按照细胞大小进一步
                分为I-LNVs和s-LN,,s.
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这个环路从果蝇到哺乳动物都是保守的，其功能主

要调节昼夜节律的周期长短和时相[Dol
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    温度改变也是调节生物钟的一个重要授时因

子 研究表明，低温可增加果蝇pe:基因的一个内
含子dmpi8(Drosophila melanogaster per intron 8)的
剪切〔71，从而使得整个per mRNA水平时相提前，
高温的效应相反 实际上，光照时间长短也影响

dmpi8的剪切率，短光照周期增加dmpi8的剪切

率，长光照周期降低dmpi8的剪切率.这样，在短
白昼寒冷或长白昼温暖的季节，光照和温度协同调

节dmpi8的剪切率，从而导引果蝇的夜间活动峰
时相提前或延后.如果说光照诱导TIM降解是果蝇

生物钟感应当地时区的话，那么温度和光照双重调

节dmpi8的剪切率则可以被认为是一个季节性感
应器.

2 果蝇分子钟的两个相互依赖的反馈环路

    果蝇作为一种模式生物研究昼夜节律，始于

1971年Konopka和Benzer 181通过化学诱变剂筛选

得到第一个果蝇时钟pe:突变体，这个标志性研究
开辟了昼夜节律研究分子机制的新时代.

    迄今为止，通过遗传学和生物化学的筛选方

法，在果蝇鉴定了10多个时钟基因，其中包括4

个核心时钟基因period(per), timeless (tim), clock

(Clk)和cycle(cyc).所有这些时钟基因及其相应的表
达产物组成了两个互相依赖的转录一翻译反馈环路

(图1)[91，从而驱动生理和行为的昼夜节律.在第一

个环路中，per和tim处于核心位置，又称perltim
环(图1).这个环路控制了pe:和tim转录产物的昼
夜振荡，per和tim mRNA水平在黄昏达到峰值，

在黎明返回低谷(图3). PER和TIM两个蛋白质均
不具有DNA结合位点，但是具有PAS结合域(蛋

白质相互作用的部位)，而且per和tim基因的启动

子具有一个E-box调节元件(CACGTG)或称时钟

盒((bHLH蛋白结合位点)，而CLK和CYC既含有
DNA结合位点bHLH又含有PAS域.CLK和CYC

蛋白形成异二聚体，在细胞核结合在pe;和tim基
因中的E-box元件上，正向调节它们的转录.PER

和TIM蛋白水平在整个白昼持续上升，直到夜间

早期达到峰值— 延迟pe:和tim mRNA峰值几个
小时(图3). PER和TIM蛋白在细胞浆堆积形成
PER/TIM异二聚体之后，在夜间转移至细胞核，

和CLK/CYC复合体结合并抑制其活性，从而抑制

它们自身的转录.随着PER和TIM黎明前被降解，

这种抑制过程被解除，CLK/CYC复合体的转录活

性增加，于是开始PER和TIM蛋白的下一个周期.

0      4 8     12

    昼夜时间

  Fig.3 Circadian oscillation of the core clock genes and

                          proteins

      图3 果蝇核心时钟基因和时钟蛋白的昼夜振荡

pe:和tim表达模式基本一致，mRNA水平在黄昏达到峰
值，在黎明返回低谷，它们的蛋白水平的蜂值时相滞后几

小时.而Clk和CLK水平相反，在白昼早期达到峰值，在夜

间返回低谷 cyc mRNA和CYC蛋白水平恒定，不呈现昼
                          夜振荡.

    核心时钟蛋白翻译后调节对于分子钟的维持非

常重要.目前己经发现4种酶，它们分别调节PER

或TIM的磷酸化状态和PER/TIM核内转移(图1),

它们的突变或过表达都会影响昼夜节律周期.dbt编

码的蛋白DBT和哺乳动物酪蛋白激酶IE(CKIE)
同源，它可直接结合到PER蛋白或PER/TIM复合

体上，其作用磷酸化PER蛋白[[111. sgg编码的蛋白
SGG，与糖原合成激酶GSK-3同源，其作用促进

TIM蛋白的磷酸化，调节PER/TIM复合体进入细

胞核的时间[["j. ck2编码的酪蛋白激酶2 (CK2)，磷

酸化PER且促进其转入核内[L121.蛋白磷酸酶 2A

(PP2A)的作用与DBT和CK2相反，通过PER去
磷酸化而增加其稳定性，而且促进PER核内定

位[1'31. PER只有和TIM结合才能稳定存在，否则被

DBT和CK2降解.在白昼早期，PER蛋白单体在

细胞浆被合成时，DBT和CK2与之结合促进其磷

酸化，导致PER蛋白的降解和 TIM蛋白的堆积.

在夜间早期，高浓度的TIM蛋白促进稳定的

DBT/PER/TIM复合体形成并转移至细胞核，同时，

pe:和tim的转录被逐渐抑制.这样DBT/PER/TIM
复合体形成并转移至细胞核减少，DBT蛋白可以

不断地磷酸化PER蛋白，使得它在细胞核降解，

并延迟PER蛋白在细胞浆堆积或延迟.

    在第二个反馈环路Clk处于核心位置，又称
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Clk环(图1)，这个环路调控Clk mRNA的昼夜振荡

(cyc mRNA和CYC蛋白水平恒定，不呈现昼夜振

荡)，Clk mRNA昼夜振荡的时相和per以及tim

mRNA大致相反，且在白昼早期达到峰值(图3)最
近研究提示，VRI和PDP分别是Clk转录的阻遏

物和激活物[[9]. vrille (vri)基因编码的VRI蛋白属于
bzip转录因子，具有周期性振荡，其时相和PER

以及TIM蛋白相同，Pdp I (PAR domain protein)编

码的PDP蛋白含有PAR印roline and acidic rich).
CLK同时激活Pdp 1和:ri的转录.由于VRI先于

PDP堆积和消失，从而Clk的抑制和激活在时间上

得以分离，两者互相协调使得Clk表达呈现昼夜振

荡.进一步研究表明，VRI拮抗PDP激活‘Clk的启

动子，而且，VRI和PDP在体外可结合在相同的

Clk启动子位点.因此，VRI和PDP竞争Clk启动

子位点，从而决定了Clk的转录率.由于Clk位于

这个反馈环路核心，通过研究‘从基因在昼夜节律

中的作用，提示第二个反馈环路主要调节昼夜节律

的幅度以及调节特定的昼夜输出[[101

3 果蝇中枢生物钟和外周生物钟

    通过时钟基因表达和相应时钟蛋白的免疫细胞

定位方法研究时钟基因表达模式，可以为我们提供

一个框架，来理解控制昼夜节律行为的生物钟所在

的解剖部位和功能组构.其中pe;基因研究得最为

详细。pe;基因表达于复眼/单眼和H-B小眼的光感
受器、许多胶质细胞以及外侧神经元和背侧神经

元.外测神经元进一步划分为LNds和1-LN,s以及

s-LNs(图2)[141.采用遗传嵌入和转基因方法，确定

LNs是控制羽化(果蝇从蛹变为成虫的过程)和运
动节律的中枢生物钟.近几年发现，时钟基因及其

相应表达产物的昼夜振荡也见于许多外围组织，如

内脏，内分泌系统和攀丸 将这些外围组织移植到

体外能形成自我维持昼夜振荡.这些外围组织内的

昼夜振荡器具有光反应性，即为外界环境信号所导

引，而且还鉴定其中的一些输出功能，因此，这些

外周振荡器被确定为外周生物钟[[141.相对于脑内中

枢生物钟，一些外周生物钟的钟基因昼夜振荡时相

提前几个小时，培养的果蝇翠丸内，pe;和tim报
告基因荧光素酶(lucifrerase)的活动时相早于分离
的中枢生物钟几个小时，这与在夜间肇丸PER和

TIM蛋白水平时相早于中枢生物钟时相的结果一
致.将光照黑暗周期颠倒，发现整体和去头果蝇的

马氏管(Malphigian tubules) per基因振荡均表现非

常相似的时相位移，这说明中枢生物钟并没有介导

外周生物钟的导引〔141.最近，通过基因操作，部位

特异地恢复时钟突变体的触角内外周生物钟功能

时，果蝇对嗅觉刺激的电生理反应的昼夜节律得以

再现，这表明嗅觉节律由触角内外周生物钟负责，

而不受中枢生物钟支配[151.此外，将供体果蝇的马

氏管移植到受体果蝇，而受体果蝇接受相反的光照

周期的导引，在这种情况下，受体和供体的马氏管

TIM蛋白振荡时相并不一致，这样排除中枢生物钟

通过激素影响外周生物钟，这些研究有力地支持果

蝇外周生物钟可以作为一个完全独立的系统自主运

行[[141.出现这种情况可能因为果蝇外周生物钟和环

境的联系尤为紧密，这一点不同于哺乳动物，外周

生物钟更多地接受中枢生物钟的支配[161.然而，并

不是所有的果蝇外周生物钟能完全独立运行驱动相

应的昼夜节律.前胸腺(prothoracic gland, PG)是果
蝇羽化节律的外周生物钟，它需要接受中枢生物钟

LNs传递的色素驱动因子((pigment dispersing factor,
PDF)的作用，协同调节羽化节律[[n1，这类似于哺
乳动物.

4 果蝇昼夜生物钟的输出

    尽管人们对生物钟分子机制的理解越来越清

楚，但是对时间信号如何从生物钟传出来调节生理

和行为知之不多.将生物钟和生理行为联系起来，

一般先鉴定周期波动的成分，然后运用分子遗传学

和组织化学方法建立两者之间的联系.运用这种指

导思想鉴定两个时钟调控基因lark[la1和p谬191，它们
分别是调控果蝇羽化和运动节律的主要中介.通过

野生型和钟基因突变体果蝇的基因表达差异显示筛

选，鉴定到takeout[201基因，它编码一个亲脂性的配

体结合蛋白.在饥饿状态这个基因可被快速诱导表

达于摄食器官.因此它在建立昼夜摄食行为具有重

要作用.以上这些方法具有局限性，不能提供整个

基因组昼夜表达的图景，以后研究者应用DNA微

阵列技术，系统分析果蝇不同组织和不同基因型的

基因表达的昼夜模式.结果发现，100多个基因表

现昼夜振荡的表达，而且振荡时相有多样性[[211.这

些基因可分为功能相似的几类，分别参与解毒、嗅

觉、视觉、摄食、抗氧化及免疫反应等，而且功能

相似的基因位于同一染色体且成簇排列，这有力地

支持了昼夜振荡基因表达的一个重要特征，即生物

钟通过共同的。i、作用元件来转录调节它们.所有

的这些基因表达在Clk突变体丧失昼夜振荡，后来
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通过异位表达研究发现，只有Clk异位表达才能产

生异位的生物钟[1221.这些研究提示，Clk基因位于昼

夜调节网络的最高层，直接或间接调控靶基因的昼

夜振荡表达.

5 结语与展望

    果蝇时间生物学的快速进展，归功因研究者着

眼于昼夜节律的分子遗传机制，将来的研究应更多

地着重于生物钟和昼夜生理以及行为的联系.鉴定

周期性振荡的转录产物只是探索这种联系的开始.

随着技术的可行，将来需要鉴定蛋白质和小分子的

昼夜振荡，整合这些资料将会勾画出一副相当详尽

的维持昼夜生理和行为的图景.昼夜节律的产生和

维持需要多层次的协调，不断形成许多假说，以至

来不及用目前的研究方法在哺乳动物上验证它们.

在果蝇上，易于进行遗传操作以及RNA干扰，可

快速得到突变体，表型分析可以自动化定量.这些

优势可迅速用来验证这些假说，从而指导人们解读

人类的昼夜节律行为.
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Progress in Molecular Mechanisms of Circadian Rhythm in Drosophila

ZHOU Xian-Jul), YUAN Chun-Yang, YANG Xu-Ke'), GUO Ai-Ke")'

(')Institute of Neuroscience, Shanghai Institute for Biological Sciences, The Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China;

        ZTaboratory of Visual Information Processing, Center for Brain and Cognitive Sciences, Institute of Biophysics,

The Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract  Drosophila rnelanogaster is an ideal model system for understanding the molecular mechanisms of

circadian rhythm. The genetic amenability of Drosophila has led to the identification of more than ten clock genes

and a set of clock-related genes, including clock input and clock-regulated genes. These clock genes and their

products consist of two interlocked transcriptional/translational feedback loop, which regulate circadian rhythms of

behavior and physiology in Drosophila. The working principles of the Drosophila core clock are also seen in
mammals.
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