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能和生物钟调节健康的靶点分子的研究。曾经利用蓝绿细菌作为模式生物，阐述核心振

荡器和次级振荡器之间的联系与相互作用，并提出真核生物可能存在不依赖转录翻译环

路的核心分子振荡器的假设。通过研究生物钟蛋白分子的相互作用，解析生物钟如何维
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哺乳动物生物钟的遗传和表观遗传研究进展 
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摘要: 生物钟对生物机体的生存与环境适应具有着重要意义，其相关研究近年来受到人们的广泛关注。生物钟

的重要性质之一是内源节律的周期性，当前的研究认为这种周期性是由生物钟相关基因转录翻译的多反馈环路

构成核心机制调控着近似 24 h 的节律振荡。哺乳动物的生物钟系统存在一个多层次的结构，包括位于视交叉

上核的主时钟和外周器官和组织的子时钟。虽然主时钟和子时钟存在的组织不同，但是参与调节生物钟的分子

机制是一致的。近年来，通过正向、反向遗传学方法和表观遗传学的研究方法，对生物钟的分子机制的解析和

认知愈发深入。本文在简单回顾生物钟基因发现历史的基础上，重点从遗传学和表观遗传学两个方面，从振荡

周期的角度，对哺乳动物生物钟分子机制的研究进展进行了综述性介绍，以期为靶向调节生物钟来改善机体的

稳态系统的研究提供参考，同时希望能促进时间生物学领域与更多其他领域形成交叉研究。 

关键词: 生物钟；近日节律；生物钟基因；转录翻译反馈环路；顺式作用元件；转录因子；表观遗传学 
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Genetic and epigeneticregulations of mammalian circadian rhythms 
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Abstract: The circadian clocks are vital to many organisms for their survival and adaption to the surrounding environ-

ment. More and more people are interested in the circadian clock and related researches. One of the key characteristics of 
this endogenous clock is its periodicity. Mechanisms underlying the mammalian circadian rhythms with ~24 h periodicity 
involve interlocked transcriptional and translational feedback loops. The circadian clock system in mammals consists of 
hierarchical structures, with the suprachiasmatic nucleus (SCN) as the central pacemaker and peripheral oscillators in other 
organs. In spite of the central and peripheral oscillators, the molecular mechanisms are the same within the SCN and peri-
pheral organs. In the past decades, major achievements are accomplished by using forward and reverse genetics, as well as 
epigenetic approaches. In this review, we recapitulate the history of how clock-related genes were identified, and summarize 
the main achievements in genetics and epigenetics to understand the molecular underpinnings. We hope it can offer basic 
knowledge for further researches, a reference for experimental designs aiming to adjust organisms’ homeostasis by mod-
ulating the clock, and provide a foundation to build interdisciplinary research networks. 

Keywords: Circadian clock; circadian rhythm; clock genes; transcriptional and translational feedback loop; cis- 

regulating elements; transcription factors; epigenetics 

地球生物在漫长的演化历史中，为了适应环境

的周期性变化，其生理活动形成了各种不同时间尺

度的生物节律，例如近年节律、季节节律、近月节

律、近日节律和超日节律。其中，产生近日节律

(circadian rhythms，指其周期接近地球自转一圈所需
的时间 24 h)的运行机制就是人们通常所说的生物
钟。生物钟是生物机体内源自主产生的一种调控系

统，周期约为 24 h，由能够进行自我维持的振荡器
组成 [1]。不同物种的生物钟周期存在一定的差异，

介于 20~28 h 之间。健康人群的内源生物钟平均周
期通常会比 24 h多出 11 ± 16 min，但在外界环境的
同步化过程中每天会被调整为 24 h[2]。因此，生物

钟的基本性质除了内源性和周期性之外，保持和外

界同步也是生物钟的另一个重要特性。生物钟的同

步化(synchronization)是指外界环境对机体生物钟节
律重置的过程，类似于人们对钟表的校时。同步化

不仅是指机体生物钟的周期与地球的自转周期保持

一致，更重要的是，机体生物钟的时相(phase)与外
界时间信号的时相间存在一个稳定的相位关系[3,4]。

一个与外界时间信号保持同步的生物钟能够促进生

物机体形成生存优势，提高机体适应环境的能力，

这已经在蓝绿细菌和小鼠中被证实[5,6]。 

生物钟是被人们熟知的生物节律之一。在过去

的几十年中，从生物钟相关基因的发现、克隆，到提

出精确的分子机制阐述节律振荡的发生，再到从组

织水平发现外周组织拥有独立的自主振荡现象，人

们在生物钟研究领域取得一系列的突破性成果[7~9]。

从细菌到昆虫再到高等动物，近似于 24 h的周期行
为被广泛发现，并通过正向遗传学操作鉴定出各个

物种的生物钟基因。在机体水平上，哺乳动物的生

物钟系统是一个多层次结构，由主时钟和位于外周

组织的子时钟构成，其中的主时钟位于下丘脑中的

视交叉上核(suprachiasmatic nucleus, SCN)。外界环
境中对哺乳动物影响最大的是光照信息，首先它通

过视网膜被传递到 SCN这个主时钟，经过处理和整
合后，再通过激素和自主神经系统将环境信息传递

到外周组织的子时钟[10]。在哺乳动物中，生物钟节

律振荡被发现几乎存在于全身所有细胞和组织中，

并参与优化调节组织或器官的生理活动[9,11]。 
哺乳动物的不同组织和器官虽然存在很大的功

能差异性，但是参与调节生理活动的生物钟的分子

机制却是一致的。当前时间生物学领域普遍认同的

分子机制是生物钟基因转录与翻译水平的多反馈环

来产生并维持节律振荡的理论[8,12]。本文将对哺乳动
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物生物钟产生的分子基础，从遗传学和表观遗传学

两个方面展开综述性的介绍，主要内容包括重要生

物钟基因的发现、转录翻译反馈环路的调控模型的

确立、生物钟通路中主要的顺式作用元件、生物钟

振荡节律循环中的分子相互作用及此过程中的主要

表观遗传修饰等相关研究进展。 

1  遗传学研究发现的主要生物钟基因 

研究生物钟及其参与环境适应性的学科被称为

时间生物学。早在 1960年，美国冷泉港定量生物学
研讨会“生物钟专场”，学科奠基人 Colin Pittendrigh
和 Jürgen Aschoff在大会做重要报告并出版论文，标
志该学科的创立[13,14]。此后，人们对生物钟展开了

更为大量的科学研究，研究的对象从植物、果蝇

(Drosophila melanogaster)，逐渐扩展到高等动物及
人类。随着现代遗传学的建立，一批生物钟基因得

到鉴定，促进了人们对生物钟振荡的理解。早期的

分子研究是在果蝇中展开，发现了许多重要的生物

钟基因，这为哺乳动物的研究打下了坚实的基础。 
20世纪 70年代，Seymour Benzer和他的博士后

Ronald Konopka通过化学诱变筛选的正向遗传学方
法，得到第一个生物钟基因突变的动物——昼夜活
动节律变长(29 h)、变短(19 h)或者节律消失的果蝇；
这些突变体被命名为周期基因突变体[15]。20世纪 80
年代，Michael Rosbash、Jeffrey Hall和Michael Young 
(三人共享 2017 年诺贝尔生理学或医学奖)克隆得到
果蝇的“周期基因”—Period，并且发现 Period 的
转录产物呈现近似 24 h的节律变化[16,17]。随后的研

究过程中，果蝇的另一个生物钟基因 Timeless 被克
隆出来，并且发现其蛋白产物(TIM)和周期蛋白(PER)
相互作用生成二聚体，而且会抑制 Period基因的转
录过程[18~20]。之后，Rosbash 和 Hall 继续通过化学
诱变筛选及相关的生物化学方法，发现了 Clock 基
因的果蝇突变体，突变体的 Period和 Timeless的转
录水平显著下降[21]；同时也发现了 Cycle 基因的突
变体，表现出与 Clock突变体相似的表型，并且 CYC
蛋白(Cycle 基因编码)与 CLK 蛋白(Clock 基因编码)
形成异二聚体[22]。与此同时，Young 也利用了化学
突变鉴定出新的生物钟表型突变的果蝇，命名为

Double-time突变体；Double-time是哺乳动物酪蛋白 

激酶家族的同源基因，并且 DOUBLETIME 蛋白控
制 PER蛋白的稳定性[23]。综上所述，三位诺贝尔奖

获得者的工作在果蝇中初步确立了由转录翻译反馈

环路构成的生物钟调控的分子作用模型。 
90年代中，Joseph Takahashi的课题组在小鼠

(Mus musculus)中应用化学诱变筛选，同样通过正向
遗传学方法，发现了第一个哺乳动物的生物钟基  
因—‘钟基因’(Clock)，突变的小鼠的昼夜活动节律变
长[24]。之后，其他参与调控小鼠生物钟的基因相继

被发现：通过蛋白相互作用的方法筛选到 Bmal1基
因，其产物(BMAL1)与钟基因的蛋白产物(CLOCK)
相互作用生成异二聚体[25,26]；果蝇周期基因在哺乳

动物中的同源基因 Per1、Per2和 Per3[27~31]；与周期

蛋白相互作用的隐花色素的基因 Cry1(cryptochrome
的简写)和 Cry2[32,33]；负责磷酸化周期蛋白(PER)，及
隐花色素蛋白(CRY)的酪蛋白激酶的基因 Csnk1e[34]；

介导 PER和 CRY蛋白磷酸化后进入蛋白酶体降解
途径的 Btrc(编码 E3连接酶 BTRCP)和 Fbxl3/Fbxl21 
(编码 E3连接酶 FBXL3/FBXL21)[35~37]。以上基因及

其转录翻译产物构成生物钟的核心分子环路，同时

参与调控生物钟辅助振荡环路的更多基因也被发

现，例如维甲酸受体相关孤儿受体基因 Ror-α、Ror-β
和 Rev-erb。其中，Ror-α和 Ror-β的蛋白产物(分别
是 ROR-A和 ROR-B)参与 Bmal1转录的正调节[38]，

而 Rev-erb的蛋白产物(REV-ERB)抑制 Bmal1的转 
录[39]。此外，表达 DBP蛋白的基因不仅是一个受生
物钟控制表达的基因，其蛋白产物也参与对核心生

物钟基因 Bmal1和 Cry的转录调控，更在生物钟下
游参与多种代谢酶的昼夜节律调控[40,41]。人类的基

因组存在着与小鼠完全同源的生物钟基因。 

2  生物钟振荡的转录翻译反馈分子模型 

在果蝇中发现 Period基因及其转录翻译产物存
在 24 h 的振荡规律后，Rosbash 和他的同事们提出
了一个反馈抑制环路的分子模型，用以解释生物钟

振荡的产生[42]。此时的反馈抑制环路模型相对简单，

仅仅包括 Period的转录翻译产物对其自身的反馈抑
制(图 1A)。随着更多的时钟基因被发现，尤其是在
哺乳动物中发现了多个果蝇时钟基因的同源基因，

这一分子模型逐渐发展成为较为复杂的多重反馈环 
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图 1  哺乳动物生物钟的分子模型 
Fig. 1  The molecular model of the circadian clock in mammals 
A：原始的转录翻译反馈抑制环路，由 Rosbash提出[42]。该简单模型仅仅由当时发现的 Period基因及其转录翻译产物 PER蛋白组成，
其他的细节在当时都不清楚。B：当前生物钟的分子模型是一个包括转录调控和转录后调控的转录翻译多反馈环路。这个多反馈环路
中的核心部分，BMAL1 和 CLOCK 蛋白形成异二聚体，结合在启动子上游含有 E-box 的 DNA 区域，激活下游基因的转录，其中包
括 Per、Cry、Rev-erb、Dbp 和其他的钟控基因(Ccg)。Per 和 Cry 基因的蛋白产物 PER 和 CRY 会形成复合物，回到细胞核抑制
BMAL1/CLOCK复合物的激活功能。PER和 CRY蛋白的降解受到酪蛋白激酶和 E3连接酶(B-TRCP，FBXL21和 FBXL3)的调控。这
个多反馈环路中的稳定环路中，Bmal1基因受到孤核受体 REV-ERB的负调节和 ROR的正调节。其中，编码 ROR的基因 Ror的表达
被 DBP激活。 

 
路构成的生物钟分子模型[43]。在机体水平上，哺乳

动物的生物钟系统由几乎全身所有细胞的细胞时钟

构成。一系列的切除和移植手术的实验揭示在下丘

脑中存在一个首要调节时钟(主时钟)，它存在的核团
正好位于视神经交叉的上部，因此被命名为视交叉

上核[44,45]。不同的研究小组将金黄仓鼠(Mesocricetus 

auratus)的 SCN 去除，观察到动物活动的昼夜节律
变得杂乱无章，然后将其他仓鼠的 SCN移植到切除
SCN 的仓鼠脑中，节律又得到恢复，并且受体动物
表现出的节律周期和 SCN供体动物一致[46,47]。SCN
对于节律性的荷尔蒙分泌和活动至关重要，是多层

次结构的生物钟系统的核心指导者。虽然生物钟基
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因的表达存在部分的组织特异性，全身所有组织(生
殖系统除外)的细胞时钟的基础分子模型是一致的。
生物钟基因组织特异性表达的范例之一便是 Clock
和 Npas2(是 Clock 的同源基因)，其中 Clock基因的
存在对于外周器官的生物钟振荡是必需的[48,49]。 
当前的研究表明，哺乳动物包括人类的生物钟

的分子模型是一个包括转录调控和转录后调控的转

录翻译多反馈环路(图 1B)，较之前已经更加丰富和
完善。前面提到的生物钟分子组分，Clock、Bmal1、
Per1、Per2、Cry1、Cry2、Csnk1e、Ror-α、Ror-β、
Rev-erbα、Fbxl3和 Fbxl21等基因和它们的蛋白产物
相互作用，组成多反馈环，传导信号到基因组，然

后进行转录和翻译后调控，产生一个完整的近日节

律周期[8]。这个分子模型的核心是转录翻译负反馈

环路，由正调控元件 BMAL1及 CLOCK和负调控元
件 PER1/2及 CRY1/2组成。在细胞水平上，当一天
开始的时候，Per和 Cry基因的转录水平很低，然后
BMAL1/CLOCK 复合物激活了 Per和 Cry 基因上游
的 E-box元件序列(下文有详细介绍)，正向调节基因
转录，在前半天这两个基因的转录水平到达峰值[50]。

在细胞质中经过翻译后，PER和 CRY蛋白形成同二
聚体或者异二聚体，并最终迁移进入细胞核[51]。在

细胞核内，PER 和 CRY 蛋白聚合物抑制 BMAL1/ 
CLOCK复合物的激活功能，也包括 Per和 Cry基因
自身转录的抑制[52]。由于蛋白的不稳定性和转录活

动的抑制，PER和 CRY的蛋白水平在下半天达到峰
值，然后越来越少。与此同时，由于负调控元件 PER
和 CRY的减少，BMAL1/CLOCK复合物的激活功能
在夜间又开始慢慢变强。这样，在经历了大约一天

的周期后，开始了一个新的转录循环。正调控元件

BMAL1及CLOCK，和负调控元件 PER1/2及CRY1/2
还参与对钟控基因(clock controlled genes, 指生物钟
调控的基因)的昼夜调控，而这些钟控基因在不同的
外周组织中表达有所不同[53~55]。除了这个核心的负

反馈环路外，孤核受体(orphan nuclear receptor)家族
成员 ROR-A/B和 REV-ERBα/β会形成另一个环路，
调控重要的正调控元件 Bmal1 基因的转录。ROR- 
A/B 结合到 Bmal1 启动子区上游的 ROR 作用元件
(RORE 元件，下文有详细介绍)正向激活转录，而
REV-ERBα/β 则会竞争结合到同一位点抑制转录的

发生[38,39]。这个环路又被称为“稳定环路”，其结果

是 Bmal1 的转录在一天中的后半天达到峰值，与
Per、Cry的转录产物相反(图 1)。 
转录后调控在生物钟基因以及钟控基因的近日

节律的维持过程中发挥重要作用。转录后修饰控制

蛋白的降解，尤其是负调控元件 PER 和 CRY 蛋白
的降解对于一个完整的生物钟周期是不可或缺的。

有多个转录后修饰会影响 PER 和 CRY 蛋白的稳定
性，从而调节它们对 BMAL1/CLOCK复合物的抑制
作用。研究最多的就是它们的磷酸化和去磷酸化过

程，一方面磷酸化的过程会影响到 PER 和 CRY 蛋
白的细胞定位[56,57]，另一方面磷酸化会介导 PER和
CRY 蛋白被泛素化降解途径的 E3 连接酶识别，进
入降解途径[35,37]。研究发现，磷酸化 PER 和 CRY
蛋白的激酶包括 CK1δ、CK1ε、CK2、AMPK 和
GSK-3β[34,58~61]。PER 和 CRY 蛋白被泛素化后降解
的过程，会加速或者减缓生物钟的运行，调节近日

节律的周期。其他的转录后修饰对于生物钟的调节

也很重要，例如 RNA水平的修饰调节，蛋白的糖基
化，蛋白的乙酰化等[62,63]。 
下面将重点介绍近日节律产生过程中转录激活

和抑制过程的分子机制，包括生物钟调控过程中主

要的顺式作用元件，生物钟节律振荡过程中转录水

平上的分子相互作用，以及节律过程中的表观遗传

修饰等。 

3  生物钟调控网络中的顺式作用元件 

生物钟基因及其转录翻译产物组成的多反馈

环，是哺乳动物生物钟分子调控的基础。因此在转

录过程中，不可或缺地会发生对启动子区域的 DNA
顺式作用元件的调节。已有的研究表明，DNA顺式
作用元件，如 E-box、RORE、D-box 等，在生物钟
的网络调控和对下游钟控基因的调节过程具有着重

要的调控功能(图 2)。 

3.1  E-box 元件 

自从 1985 年在免疫球蛋白的重链基因的启动
子区域，E-box作为一个调控元件被发现后，人们发
现它能够广泛地参与大量基因的表达调控[64]。这些

基因有的几乎没有什么关联，如肌动蛋白基因

(Actin)、鸟氨酸脱羧酶基因(Odc1)、前胸腺素基因 
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图 2  生物钟调控网络中的顺式作用元件 
Fig. 2  Cis-regulating motifs that bind clock transcription factors 
A：E-box元件,包含一段由具有 bHLH(碱性−螺旋−环−螺旋)结构域的转录因子所识别的核心序列：CANNTG，能被生物钟节律振荡中
的正调节因子 BMAL1、CLOCK和 NPAS2蛋白特异性结合。B：RORE元件，是由一段(G/A)GGTCA核心序列加上一段 AT富集的前
导序列构成，能被转录激活因子 ROR、转录抑制因子 REV-ERBα和 REV-ERBβ特异性结合。C：D-box元件,是两段 GTAA(C/T)一个
正向和一个反向组成的 9~10个碱基的回文序列，在特定的相位被 DBP、E4BP4、HLF和 TEF等富含脯氨酸和酸性氨基酸的碱性亮氨
酸(PAR-bZIP)转录因子家族的蛋白特异性结合。 

 
(Ptma)、赖氨加压素基因 (Avp)、生长因子 -β 基因

(Tgfb)、乳腺癌基因 2(Brca2)、细胞周期蛋白 B1 基
因(Ccnb1)、血型糖蛋白-B基因(Gypb)以及肌球蛋白

基因(Myo)等 [65]。E-box 作用元件包含了一段由具
有 bHLH(碱性−螺旋−环−螺旋)结构域的转录因子所
识别的核心序列 CANNTG。E-box 依赖的调控途径

具有复杂的多样性，人们根据已有的 E-box 对可能
具有的反式作用因子展开了大量研究。毫无意外，

研究人员发现了大量可以识别 E-box 的转录调控因
子，而这些转录调控因子均通过 bHLH 结构域与启
动子或者其他蛋白相互作用。以其中的一小部分举

例，这些结合 E-box的转录因子包括 MYC、ARNT、
MAX、MYOD、MAD、USF、TFE3、TAL1等，以
及生物钟节律振荡中的正调节因子 BMAL1、CLOCK

和 NPAS2[65]。研究发现，E-box侧翼的各种序列通过
改变 DNA的构象能够使 E-box特异性去识别哺乳动

物蛋白质组中含有 bHLH结构域的不同蛋白[66]。 
在果蝇中发现了周期基因 Period后，人们在对

Period 的研究分析过程中，很快发现了 E-box 顺式
元件参与生物钟基因的转录调控[67]。之后，在哺乳

动物中的研究进一步证实 E-box 与生物钟的调控存
在紧密的关联[68]。作为参与生物钟调控的 E-box 元
件，其具有的一个最重要的特征即是能够特异性招

募 BMAL1/CLOCK复合物。更为重要的是，人们发
现如果两个 E-box 在间隔 6~7 个碱基重复出现的情
况下，BMAL1/CLOCK 复合物对这部分的 E-box具

有更强的亲和力，并且由于这种协同作用，可以使

BMAL1/CLOCK 复合物更容易招募到其他转录元 
件[69]。经过比较 Rev-erbα基因座上转录因子 BMAL1
的结合数量和 RNA 的表达量，发现并不是所有的
E-box元件都结合了 BMAL1，这表明 BMAL1 对增
强子的结合可能受到一些表观遗传修饰或者其他转

录因子的影响。其他的研究发现 BMAL1/CLOCK 复
合物结合的靶基因的生物钟表达存在不同的相位[70]，

更加表明在对 E-box 的结合的调控过程中存在表观
遗传机制参与的高阶调控，或者其他的转录因子，

例如 MYC、ARNT、MAX等参与这个过程[71]。 
虽然一些含有 bHLH 的转录因子和 BMAL1 在

对 E-box 的偏好性上有着微小的差异，但是这些转
录因子还是可能会占用到 BMAL1 结合位点，特别
是由于一些疾病导致这些 bHLH 蛋白表达异常时，

错误结合率会有所增加[72,73]。例如，含有 bHLH 结
构域致癌因子MYC能够通过结合E-box直接激活许

多生物钟转录抑制因子的表达，包括了 Rev-erbα和
Rev-erbβ，从而干扰了 BMAL1主导的生物钟基因转
录本和生物钟蛋白的周期节律振荡和葡萄糖昼夜代

谢振荡。经染色质免疫共沉淀(chromatin immuno-
precipitation，ChIP)分析发现转录激活因子 USF1与
Dbp、Per1 和 Per2 的增强子区域结合，证明 USF1

也可以通过结合 E-box 元件进行转录水平的调控。
而且通过突变 Usf1启动子导致的 USF1表达上调可

以恢复 CLOCK 突变小鼠昼夜节律相关的表型的实
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验，进一步证明 USF1通过 E-box参与转录调控[73]。 

3.2  RORE 和 RevDR2 元件 

RORE 元件是由一段(G/A)GGTCA 核心序列加

上一段 AT富集的前导序列构成，最早是在参与维甲
酸相关的孤核受体家族成员 ROR 激活调控通路中作

为高特异的结合位点而被发现的[74,75]。之后，又发现

了在 ROR激活调控中与其结合的 2 个成员，它们是
来自核受体超家族的 REV-ERBα和 REV-ERBβ[76,77]。

REV-ERBα 既可以单体形式结合在 RORE 上，也能
形成同二聚体结合到具有间隔 2 个碱基的 RORE 串
联序列(这个作用元件被称为 DevDR2)的基因上，参

与对基因的转录抑制调控。起初，人们认为仅有

REV-ERBα负调控 Bmal1基因的转录[39]，但是很快

就发现仅有 RORE 存在的增强子也能够驱动荧光素
酶报告基因(启动子驱动萤火虫荧光素酶报告基因，
可用来检测启动子的转录状态)的生物钟振荡表达[78]。

这表明，RORE 作用元件不仅有转录抑制的负调节
元件 REV-ERBα，还存在它的正向调节元件。很快，
人们就确认已知的 RORE 正调节因子 ROR 参与对

Bmal1的转录激活，而且发现 Ror-α的mRNA在 SCN
组织中振荡表达，而 Ror-γ 的 mRNA 在肝脏组织中

振荡表达[38]。不论是将 Ror 基因家族或是 Rev-erb
基因家族进行全身敲除，还是进行组织特异性敲除，

都会导致各种组织中生物钟振荡的紊乱或是振荡的

相位迁移。因此，ROR 蛋白和 REV-ERB 蛋白被证
实是以昼夜振荡的方式分别与 RORE 元件和

Rev-DR2 元件结合，共同增强了核心生物钟蛋白
(BMAL1、NPAS2和 CRY1等)的生物钟节律性表达
的稳定性。 

作为核受体的家族成员，虽然 ROR的天然配体

仍然存在争议，但似乎固醇可以激活 ROR[79]。此外，

ROR 似乎可以一直保持活性状态(即其不依赖配体

就处于激活状态)，或者其持续的活性是由于 ROR

一直与天然配体结合。有研究表明，氧合甾醇是高

亲和性的 ROR-C激动剂[80]，而 7位氧合的甾醇作为

ROR-A 和 ROR-C 的反向激动剂发挥作用[79]。还有

许多其他天然物质结合 ROR被报道，其中包括全反

式视黄酸能够以高亲和力结合 ROR-B 和 ROR-C，

但是不与 ROR-A结合[81]。脂代谢产物对生物钟的影

响可能是下一步的研究方向。 

3.3  D-box 元件 

D-box 元件是指各种碱性亮氨酸拉链(bZIP)家
族成员结合的顺式元件，是两段 GTAA(C/T)一个正
向和一个反向组成的 9~10 个碱基的回文序列。

D-box 元件在特定的相位能被 DBP、E4BP4、HLF
和 TEF 等富含脯氨酸和酸性氨基酸的碱性亮氨酸
(PAR-bZIP)转录因子家族的蛋白所结合。虽然

BMAL1/CLOCK通过调控 Dbp、Hlf和 Tef启动子区
域的 E-box 元件，使它们的表达呈现出节律振荡，

并且这 3 个转录激活因子具有很高的序列相似性，
在功能上也存在着冗余性。但有趣的是，对于这 3
个基因同时进行全身敲除既不会影响个体行为昼夜

节律性的表现，也不会影响生物钟基因的表达[82]。

因而推测，DBP、HLF和 TEF更有可能对生物钟下
游的输出基因而不是核心基因进行调控。 

与 DBP、HLF和 TEF这 3个转录激活因子相比，

被 REV-ERBα通过 RevDR2 元件调控的转录抑制因

子 E4BP4 正好在与 DBP 等因子相反的相位进行表

达。被 REV-ERBα抑制的基因通过 D-box元件，同

样成为 E4BP4的靶标[83]。因此，E4BP4被认为调控

了一条与 DBP、HLF和 TEF调控的截然不同的生物

钟下游输出途径，并且它借由 D-box 促进了目标基

因转录“开”与“关”两种状态的切换。 

4  转录过程中的分子间相互作用 

哺乳动物的生物钟基因被发现以后，人们注意

到一个事实，就是正调控因子 BMAL1和 CLOCK的
蛋白上有 PAS(Per-Arnt-Sim)结构域，负调控因子

PER蛋白上有同样的 PAS结构域。和果蝇中的 CYC
与 CLK类似，BMAL1和 CLOCK(或者 NPAS2)的

PAS结构域形成异二聚体结构，结合到钟控基因的
启动子附近的 E-box区启动转录[84,85]。下面将介绍

一个完整的生物钟振荡过程中转录水平上的分子相

互作用，包括蛋白-蛋白相互作用和转录因子−顺式
元件的相互作用。 

BMAL1/CLOCK复合物结合到启动子附近的增

强子上之后，除了 CLOCK 本身具有一定的组蛋白
乙酰化酶功能外，BMAL1 的 C 端柔性区负责招募
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转录共激活因子 CBP/p300，启动转录[86]。CBP/p300

不仅可以作为蛋白相互作用的支架招募包含转录聚

合酶在内的转录复合物，还具有乙酰转移酶活性。

另外，BMAL1/CLOCK复合物类似于转录活动的开
拓者，可以使结合的靶基因上的核小体有节律性的

脱离染色质，而染色质这种有节律性的松散(开放转

录)可以促进像 HNF4、HNF6、CEBPA、STAT5以及
REV-ERB 等转录因子装载到 DNA 之上[87]。这种协

同作用的结合方式有效增强了转录起始的速率，从

而提高转录活性。在生物钟的多反馈环通路中，ROR
作为结合在 RORE 元件上的正向激活因子，对靶基

因的调节常常是通过与其他转录激活或者转录抑制

因子的竞争发挥作用。在肝脏中，ROR-A有节律地
结合在 RORE上，但是肝脏中 Rorα的蛋白表达量很
高且几乎没有振荡变化，那么猜测 ROR-A节律性地
结合在 DNA 上是由于主要在白天表达的 REV-ERB
蛋白与 ROR-A竞争结合 RORE元件[88]。事实证明，

REV-ERB 在 RORE 上结合的相位与 ROR-A相反。
当 ROR结合到 DNA上，会招募转录共激活因子来

调节靶基因的转录表达。 
在转录抑制的过程中，有报道在 E-box 元件附

近，PER 蛋白会形成分子量很大的复合物，其中包
含数十个以上的蛋白，包括生物钟蛋白 BMAL1、
CLOCK、CRY1/2 和 CK1δ/ε，以及其他的转录抑制
蛋白因子如 PSF、SIN3和 HDAC[89]。这个转录抑制

复合物构成一个 PER-SIN-HDAC分子轴，使组蛋白
3 和组蛋白 4 去乙酰化，从而抑制 BMAL1/CLOCK
复合物的转录活性。另外，还有研究发现，PER 蛋
白可以与 BMAL1/CLOCK 复合物结合，使 BMAL1
脱离 E-box元件区域，从而终结了 BMAL1/CLOCK
复合物的转录活性[90]。相对于 PER蛋白的抑制效果，
CRY蛋白的抑制能力更强，其中 CRY1的抑制主要
发生在生物钟振荡的起始期[70]，而 CRY2 的抑制是
通过和 PER 蛋白的协同作用而发生的。CRY1 和
CBP/p300竞争结合到 BMAL1的 C端柔性区，从而
解除 BMAL1 对 CBP/p300的招募[86]。BMAL1 的 C
端片断(末尾的 43 个氨基酸)对于结合 CRY1，以及
维持正常的生物钟振荡周期是必需的[91]。如果在细

胞内将 BMAL1 的 C 端结构域上的 L606/L607 突变
为丙氨酸，那么 BMAL1 不仅与 CRY1 的相互作用

消失，细胞的生物钟振荡也失去了节律[86]。 
除了蛋白−蛋白相互作用引起生物钟周期的转

录抑制外，转录因子间的相互竞争也会抑制 BMAL1/ 
CLOCK复合物对 E-box的结合，如转录抑制作用因
子 DEC1 和 DEC2 以及转录激活因子 USF1 会与
BMAL1/CLOCK发生竞争[92]。同样，由于存在竞争

结合顺式作用元件的情况，不具有节律振荡的转录

因子也会影响生物钟基因的表达，比如 MYC 会与
BMAL1/CLOCK发生竞争[72]，ARNT 也会发生同样
的情况[71]。因此，在许多疾病(癌症以及代谢类疾病
等)个体中，生物钟功能紊乱的现象很普遍。 

5  转录激活/抑制过程中的表观遗传修饰 

在细胞中，DNA 在组蛋白八聚体周围缠绕约
1.65 圈形成核小体，并进一步凝缩成染色质。转录
过程中，转录复合物需要结合到 DNA上，而凝缩的
染色质会在空间上阻碍转录复合物的结合，但是核

小体的修饰可以松散或者打开核小体的结构。因此

核小体的修饰会影响转录状态，从而调节基因的表

达[93]。组蛋白 H3K4(组蛋白 H3 上第 4 位的赖氨酸)
的甲基化与常染色质(euchromatin)相关，如 H3K4me1 
(H3K4发生 1个甲基修饰)常位于增强子元件附近，
而 H3K4me3(H3K4 发生 3 个甲基修饰)则出现在活
性转录起始位点附近[94]。H3K9(组蛋白 H3上第 9位
的赖氨酸)的甲基化促进异染色质 (heterochromatin)
的形成并抑制转录，而 H3K9ac(H3K9发生乙酰化修
饰)则是常染色质的标记及与转录状态的激活相关，
并且 H3K27ac是转录活跃的增强子标记。此外，组
蛋白变体 H2A.Z会出现在转录起始位点和增强子附
近，从而减弱 DNA 与核小体的结合[95]。除组蛋白

的修饰外，DNA甲基化等表观遗传学修饰，不依赖
于 DNA 序列的改变而引起的可遗传的基因表达和
细胞表型的变化。 
越来越多的实验证据表明生物钟振荡过程中，

基因表达与染色质的表观遗传学修饰密切相关(图
3)。例如，增强子的活性标志物 H3K27ac和 H3K9ac，
都被证实存在昼夜节律性，且与生物钟基因的表达

有正相关的关系[95~97]。REV-ERBα 通过将共抑制复
合物 NCoR 和/或 SMRT 募集到 RORE 元件来抑制
转录。NCoR和/或 SMRT复合物的稳定成员 HDAC3 
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(组蛋白去乙酰化酶)能使 RORE 元件附近的组蛋白
节律性的脱乙酰化，从而赋予表观基因组层面上的

生物钟基因调控。E-box附近的 H3K9呈现出昼夜节
律的甲基化修饰，而且小鼠肝脏中 H3K9 的甲基化
与乙酰化在相反的相位发生[89,96]。在 Per1 和 Per2

基因的启动子上最早发现了组蛋白修饰参与昼夜节

律调控[98]。Per1和 Per2基因启动子上的组蛋白H3K9
节律性乙酰化，并且其乙酰化的节律与两个基因的

转录活性是一致的[98]。 
图 3所示，生物钟振荡的转录开始阶段，BMAL1/ 

CLOCK 复合物招募组蛋白乙酰化酶 p300/CBP，使
E-box附近组蛋白乙酰化，从而使得染色质松散有助
于基因的转录激活过程[96,99]。有报道称 CLOCK 自
身具有乙酰转移酶(HAT)活性，可以将组蛋白 H3K9
和H3K14(组蛋白H3的第 14位赖氨酸)进行乙酰化修
饰，且BMAL1与CLOCK的结合能增强其酶活性[100]。

组蛋白的乙酰化水平由组蛋白去乙酰化酶 HDAC和
组蛋白乙酰转移酶 HAT 调节。长寿因子(sirtuins，
SIRT1)是一类参与核心生物钟的 HDAC，其辅因子
NAD+在许多生理系统中处于严格的昼夜节律调控

下，其表达受 CLOCK、BMAL1和 PER2调控[101]。

受到BMAL1/CLOCK调控的目的基因 Nampt节律性
表达，使得 NAD+的水平呈现出节律振荡，使得

SIRT1 的活性呈现节律振荡，而 SIRT1 的活性增高
时就会反过来抑制 BMAL1/CLOCK 复合物的转录
激活作用[102,103]。H3K4甲基化通常与转录激活基因
和增强子附近同一核小体中的赖氨酸残基的乙酰化

同时发生，在生物钟的遗传机制中也不例外。

H3K4me3是活性基因启动子上的普遍标志，其水平
在生物钟基因转录起始位点(transcription start sites, 
TSSs)附近呈现节律振荡[104,105]。转移酶 MLL家族的
成员参与 H3K4 节律性的三甲基化 [106~108]。其中

MLL1 与 CLOCK 转录激活域(Δ19 突变体)相互作
用，这对 CLOCK招募到 DNA上至关重要。此外，
MLL1 的甲基化活性也由乙酰化和去乙酰化调控，
其中去乙酰化由 SIRT1节律性调控。相关的甲基转移
酶 MLL3 也表现出节律性振荡，同时也与 H3K4em3
有关，但是 MLL3并不是凭借 BMAL1或是 CLOCK
招募至 DNA上[106]。CLOCK和 BMAL1还与特异性
组蛋白脱甲基酶 JARID1A及 LSD1相互作用以促进

BMAL1/CLOCK 招募到 Per 启动子上以增强其转  
录 [109,110]。在 E-box 附近单泛素化的组蛋白 H2B 
(H2Bub)的水平也出现节律振荡[111]。在转录激活的

后期，DDB1-CUL4 介导的 H2Bub 积累，通过招募
PER-CRY 复合体到与 E-box 结合的 BMAL1/ 
CLOCK 来启动抑制过程[111]。目前，推测还有几种

蛋白可能结合或读取 H2B单泛素化的核小体，可能
存在于 PER-CRY抑制复合物中，但是迄今为止并没
有确定。在激活到抑制的过程中，随着 PER和 CRY
的积累并转移到细胞核，BMAL1/CLOCK复合体与
PER-CRY复合体相互作用。由 CRY和 PER介导的
转录抑制的主要机制是直接招募包含 HDAC1 和
HDAC2的 Sin3复合物和Mi-2-核小体重塑去乙酰化
酶(NuRD)转录共抑制复合物，使附近的组蛋白脱乙
酰化[112]。BMAL1/CLOCK也能够招募核心蛋白复合
体 2(PRC2)，使目的基因的组蛋白 H3K27被三甲基
化后抑制该基因的表达[113,114]。 
在抑制过程中，由 SUV3甲基转移酶介导 E-box

附近的 H3K9 二甲基化。甲基化的 H3K9(在转录激
活期间，此赖氨酸被乙酰化 )，成为异染色质蛋白
1α(HP1α)的结合位点，并在生物钟基因转录的抑制
阶段介导异染色质节律性的形成[115,116]。有趣的是，

在 CRY-PER降解后，时钟基因仍然受到很强的抑制
作用[70,88]，由此可见，H3K9me 和 HP1 可以作为钟
表基因表达的表观遗传学沉默子，直到 BMAL1/ 
CLOCK重新激活并开始下一轮循环[89]。该机制还暗

示了在 BMAL1/CLOCK结合之前或之后 H3K9活跃
的昼夜节律去甲基化，但是潜在的机制仍然未知。 

DNA 的甲基化由 DNA 甲基转移酶催化，是一
种被广泛研究的表观遗传修饰，在基因调控中具有

复杂的作用。在哺乳动物中，它主要发生在胞嘧啶−

鸟嘌呤(CpG)二核苷酸中的胞嘧啶上，在分化过程中
组织特异性的基因组 DNA 甲基化模式对建立细胞

识别方面发挥着重要的作用。在小鼠的肝脏和脑中，

DNA 甲基转移酶节律性的表达[117]，并且也有证据

表明在 LINE-1元件上呈现出昼夜节律的 DNA甲基

化[118]。经典的 E-box 元件 CACGTG 中心含有可被
甲基化的 CpG 部分，并且 CpG 的甲基化会改变某
些 bHLH蛋白的结合[119]，但是并不清楚 E-box的甲

基化是否会影响 BMAL1/CLOCK的结合。 
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图 3  生物钟振荡周期中的表观遗传修饰 
Fig. 3  Epigenetic modification inthe cycle of circadian clock 
生物钟振荡的转录激活阶段，BMAL1/CLOCK二聚体与 E-box结合并招募 CBP和 p300，它们的组蛋白乙酰化酶活性能够使附近的组
蛋白乙酰化，包括 H3K9ac、H3K14ac及 H3K27ac。还有组蛋白甲基转移酶系 MLL家族，能够特异性的使 H3K4甲基化。不同的是，
增强子上的活性标记为 H3K4me1，而启动子上的活性标记为 H3K4me3，同时还有 H2A.Z突变体随着 BMAL1/CLOCK与 E-box的结
合而替换 H2A。BMAL1 和 CLOCK还与特异性组蛋白脱甲基酶 JARID1A及 LSD1 相互作用，BMAL1/CLOCK与酶相互作用介导的
一系列组蛋白修饰，促使核小体松散离开 DNA，从而促进转录。在转录激活后期，DDB1-CUL4介导的 H2Bub在 E-box附近积累，
通过招募 PER-CRY复合体到与 E-box结合的 BMAL1/CLOCK来启动抑制过程。BMAL1/ClOCK也能够招募核心蛋白复合体 2(PRC2)，
使目的基因的组蛋白 H3K27 被三甲基化后抑制该基因的表达。在转录抑制阶段，由 CRY 和 PER 介导的转录抑制的主要机制是直接
招募包含 HDAC1和 HDAC2的 Sin3复合物和 Mi-2-核小体重塑去乙酰化酶(NuRD)转录共抑制复合物，使附近的组蛋白脱乙酰化，同
时还有由 SUV3 甲基转移酶介导 E-box附近的 H3K9 二甲基化，而 H3K9me2 为异染色质蛋白 HP1α的结合位点，能促使染色质进一
步凝缩成为异染色质，从而使转录沉默，直到 BMAL1/CLOCK重新激活并开始下一轮循环。 
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6  结语与展望 

从果蝇的正向遗传学研究发现第一个高等动物

生物钟开始，本文简单介绍了高等动物生物钟基因

的历史发现，并主要从转录翻译的反馈环路角度综

述了哺乳动物生物钟的遗传学和表观遗传学研究进

展。这些研究进展从分子水平解释了内源性的生物

钟的周期性的发生。尽管在其他的模式生物中存在

一个不依赖于转录和翻译的反馈环路的基础生物 
钟[120]，但转录翻译反馈环路仍然构成了高等生物的

生物钟基础。在过去的几十年中，从正向遗传学的

表型鉴定到反向遗传学对分子组分研究的深入发展，

为深刻理解生物钟提供了大量的实验数据和理论。 
近年来，一系列的研究发现表明生物钟紊乱会

招致严重的健康后果，包括心血管疾病、肥胖、精

神类疾病。生物钟几乎存在所有的物种内，能帮助

这些物种有效地预测环境，适应环境。果蝇生物钟

基因的克隆与分子机制获得 2017 诺贝尔生理学及
医学奖之后，将会有更多的科研工作者关注和深入

生物钟系统的研究，尤其是生物钟及其调控的周期

节律紊乱与人类健康相关课题的研究将会是热点科

学问题。因此，从分子生物钟、遗传学、及表观遗

传学多个层次解释生物钟的作用机理，将会为人们

彻底理解生物钟与其他生物学领域的相关性打下扎

实基础，并推动时间生物学和其他学科的交叉研究。 
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