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生物钟的转录后与翻译后水平调控进展
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摘　要：哺乳动物中的昼夜节律系统由位于下丘脑 SCN 核内的生物钟主钟和位于多数外周细胞中的子钟组

成。在分子水平上，生物钟的节律振荡由生物钟基因及其编码蛋白的转录和翻译形成的自主的反馈环路组成， 
并接受外界因素的影响与环境周期保持同步。为此，就生物钟的调控机制而言，除了转录水平的基因表达

调控外，生物钟转录产物和蛋白质的修饰也可以显著影响生物钟基因的表达时相。讨论了一些转录后与翻

译后的修饰作用及其对生物钟的影响，并对其今后的研究方向作了展望。
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Posttranscriptional and posttranslational regulation of circadian clock
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Abstract: The circadian system in mammals is composed of a master pacemaker in the suprachiasmatic nucleus 
(SCN) of the hypothalamus and slave clocks in most peripheral cell types. The clock genes and their coding proteins 
compose the feedback loops of the circadian system. As for the regulating mechanism of circadian clock, the 
modification of core clock transcripts and proteins can significantly affect the phase of circadian clock in addition to 
the transcriptional regulation. This article briefly reviews the advances on some of the posttranscriptional and 
posttranslational modifications and their effects on the circadian clock, and also suggests the future research 
direction.
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几乎所有生物的生理和行为活动都存在与环境

保持同步的周期性节律，我们称之为生物节律，其

中以 24 h 为运行周期的生物节律称为近日节律

(circadian rhythms)。对哺乳动物、鸟类、昆虫、植物、

真菌的观察研究表明，在某一特定的组织细胞中有

1%~10% 的转录表达是受到昼夜节律性控制的
[1-2]

。

除了 mRNA 水平的日周振荡外，生物钟核心蛋白

质产生的日周振荡也是生物钟系统表达的一个重要

特征。为了维持这种振荡，一方面，一些转录后 /
翻译后修饰对维持其稳定状态的产生十分必要；另

一方面，生物体内基因表达的调控是一个复杂的过

程。该过程包括几个受到严格调控的步骤：(1) 转录；

(2)mRNA 的加工 ( 加帽、剪接、多聚腺苷酸化 )；(3)
核输出；(4)分拣和运输 (大多数mRNA直接被翻译，

其他的则被储存或是易位至特定的细胞区域 ) ；(5)
翻译；(6)mRNA 降解 ( 图 1)。目前的研究仅仅证实

其中的一些步骤是由生物钟系统调控的，但是理论

上基因表达过程中的所有步骤都可能是昼夜节律的

调控位点。在本文中，我们着重讨论了转录后和翻

译后修饰对生物钟系统组成部分的影响作用。按照

整个昼夜节律循环中不同的生物钟分子对不同的修

饰进行了分析，总结回顾了生物钟基因表达中一些

代表性的转录后调控和翻译后调控过程。
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1　生物钟基因的转录后调控

1.1　mRNA的选择性剪接

mRNA 的选择性剪接为生物钟基因表达的调控

提供了一个重要机制，不同的外显子从相同的转录

单元中被选择出来，产生多种不同功能的蛋白质，

最终表现为生物钟功能调控的多样性
[3]
。如通过对

果蝇的 3 个 Per 基因的 cDNA 研究发现，这 3 个

cDNA 通过不同的选择性剪接方式编码 3 种不同的

PER 蛋白。此外，研究还发现，Per 只能编码两种

类型的转录产物，这两种转录产物的区别在于 3' 端
非编码区的一个内含子的存在 (A型 )或缺失 (B型 )[4]

，

而转基因果蝇只表达 A 型转录产物，并且表现出行

为活动时相延滞以及 PER 蛋白积累速度减慢，说

明 3' 端非编码区内含子的存在与否会影响 Per 
mRNA 的翻译速率。这种差异性的剪接方式可能成

为机体感知温度和光周期变化的机制，通过温度、

光照和生物钟三者之间的相互作用共同调节 3' 端非

编码区的剪接行为，形成感知季节性变化的传感器。

在哺乳动物中也存在 3 个 Per 基因，但并不存在选

择性剪接，而且 mPer1 的 mRNA 的 3' 非编码区在

哺乳动物中是高度保守的，能对自身表达产生阻遏

作用。因此，视交叉上核 (SCN) 中 mPer1 的 3' 非
编码区的其中一个功能可能是调控 mPer1 转录和翻

译之间的时间间隔
[5]
。

生物钟系统中另一个受选择性剪接调控的成员

是 Bmal 基因。在小鼠中，Bmal1 基因长 32 kb，含

有 17 个能产生 3 个剪接变异体的外显子，这 3 个

剪接变异体编码 3 个不同的基因。此外，每种

BMAL 亚型在组织分布上也不相同。研究业已证实，

在小鼠、大鼠和人体内均存在 Bmal1 和 Bmal2 的多

种剪接变异体和翻译起始位点。此外，人的

BMAL2 亚型在体外具有不同的转录活性，这些都

表明选择性剪接可能可以调节中央和外周振荡器的

振幅。

1.2　多聚腺苷酸化水平的调控

mRNA 的选择性剪接并不是生物钟基因表达调

控的唯一机制，生物钟系统还存在多聚腺苷酸化水

平的调控。大鼠 SCN 中加压素 mRNA 的多聚腺苷

酸尾的长度是受到日周性调控的，但在脑的其他区

域却并不存在这种调控。精氨酸加压素 (arginine 
vasopressin，AVP) mRNA 的 poly(A) 尾长度独特的日

周节律证实了生物钟对多聚腺苷酸化的作用，特别

是在 SCN 中，加压素 mRNA 的转录水平是严格受

生物钟基因在多水平上受到严密的调控，其中基因表达的调控过程非常复杂。在转录后水平，mRNA与RNA结合蛋白之间的

相互作用，酶、脚手架蛋白以及其他一些调节蛋白决定了mRNA的加工过程和最终的命运

图1  生物钟基因表达存在多水平的调控 
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到昼夜节律性调控的。在研究中观察到夜间位于最

低水平时的加压素大多以含有短链多聚腺苷酸尾的

mRNA 的形式存在。核连缀实验发现在夜间加压素

转录速率大约下降了 30%，而已知脱腺苷酸化 ( 多
聚腺苷酸尾的缩短 ) 会引起 mRNA 的降解，由此我

们推测当加压素 mRNA 的多聚腺苷酸尾长度变短

时 mRNA 的降解速率会升高，这有助于维持加压

素转录水平的节律性。因此，poly(A) 尾的长度变

化有助于调节 AVP 的 mRNA 和蛋白质在一天中不

同时间段的稳定性。另一方面，精氨酸加压素

mRNA 将会转移到树突局部合成蛋白质
[6]
。因此，

多聚腺苷酸长度的变化也会影响这一神经调质在突

触区域的时间节律性的产生。目前对整个生物钟周

期中不同生物钟基因 poly(A) 尾的长度的分析还没

有进行广泛的研究论证，但是这种修饰可能是一种

重要的机制，生物钟可以借助这种机制调控多聚腺

苷酸化水平的高低并以此控制 mRNA 表达的稳定

性。

非洲爪蟾视网膜的研究发现 Nocturnin(Noc) 的
mRNA 表达也受多聚腺苷酸化水平的调控

[7-8]
。经

研究发现，xNOC 是 Mg2+
依赖性 poly(A) 特异性核

糖核酸酶 ( 脱腺苷酸酶 )[9]
。Nocturnin 在爪蟾视网

膜含有生物钟基因的感光细胞层中显示出高振幅的

昼夜节律性表达，而且哺乳动物的 Noc 也在许多含

有生物钟基因的组织如肾脏、肝脏和心脏中呈现节

律性地表达
[10-11]

。NOC 蛋白确切的底物还没有确定，

但是它的定位和节律性表达提示了 Nocturnin 也许

以昼夜节律性的方式对特定的转录产物进行脱腺苷

化，以此影响特定 mRNA 的稳定性和维持振荡。

1.3　mRNA代谢转化调控

近年来，在 mRNA 的降解机制方面的研究取

得了很多进展，特别是非编码 RNA 和新的细胞质

子区域的发现为这一领域带来了革新，并且迅速改

变了我们对 mRNA 降解和翻译调控的传统观念
[12-15]

。

新生的转录物仍在继续合成的过程中，它可能已被

RNA 结合蛋白 (RBPs)、酶和非编码的调节型 RNA 
等调节因子组成的复合因子所包被，这些核糖核蛋

白复合物十分活跃并且会根据前体 mRNA 的加工、

转录产物的运输、翻译和在某种情况下的储存和特

定的局部化等不同的功能过程而改变自身的组成结

构 ( 图 1)。基因的活性取决于与其启动子中调节位

点相作用的转录因子的排列位置，但是 mRNA 的
功能则取决于与其顺式作用元件相作用的 RBPs 和
非编码的调节型 RNAs 的组合类型

[16]
。

不同 mRNA 的半衰期长短不等，有些只存在

于细胞周期的某些阶段，而有些则能持续存在于多

个分裂周期中。正常 mRNA 降解的途径包括脱腺

苷酸化依赖性的 mRNA 降解、非脱腺苷酸依赖性

的 mRNA 降解和内切酶介导的 mRNA 降解三种途

径。mRNA 的 G 帽和 poly(A) 尾结构通过与翻译起

始因子 4E (eIF4E) 和 poly(A) 结合蛋白 (PABP) 的相

互作用来稳定转录产物，保护其免受 RNA 外切酶

的伤害并且能抑制翻译作用的增强。目前认为依赖

脱腺苷酸化的 mRNA 降解是真核生物的生物钟基

因大多数转录物的主要降解途径
[16]
，并且是大多数

转录产物的代谢转化过程中的限速步骤和受调控最

多的步骤。在脱腺苷酸酶作用下，poly(A) 尾的酶

促缩短启动这一降解过程。脱腺苷化后，mRNA 在
一种含有核酸外切酶和附属蛋白的化合物外切体的

作用下沿着 3'→5' 方向被降解，剩余的 m7Gppp 帽
在清道夫去帽酶 DCPS 的作用下被水解

[17]
。此外，

脱腺苷酸化的 mRNA 也可能先在 DCP1 和 DCP2 作

用下脱帽，然后被 RNA 外切酶 XRN1 消化，以此

实现从 5'→3' 方向的降解。

此外，启动子缺陷的转基因果蝇表达 PER 的
实验也能为转录后调控提供例证

[18]
。这些果蝇尽管

缺乏 Per 启动子，Per 的 mRNA 却仍以低振幅形式

进行节律性振荡，并且能够弥补突变体行为的无节

律性。因此，我们推测可能存在影响 Per 转录物稳

定性的转录后调控过程。利用含有 Per 启动子和不

同的 Per 可转录区域的 Per- 荧光素酶报告基因进行

研究，研究发现这种转录后调控是由定位于 Per 的
第一个内含子中的某些区域所介导的

[18]
。核连缀分

析实验发现，Per 呈现节律性的转录，同时 mRNA 
的转录速率和积累速率存在一定的差异，但是这种

差异在衰变期却并没有观察到。以上的实验结果都

表明，Per 的节律性表达在一定程度上是由转录后

机制所调控的，并且能够影响 Per mRNA 的稳定性。

因此，生物钟基因在 mRNA 水平上的日周节律也

许是 mRNA 的稳定性发生节律性变化的结果，转

录水平的调控似乎是生物钟基因 mRNA 水平产生

节律性变化的主要机制。

运用 DNA 微阵列技术研究发现，果蝇和小鼠

体内某些编码 RNA 结合蛋白的基因的转录过程是

受生物钟系统调控的
[19-20]

。虽然这些 RNA 结合蛋

白在翻译调控中所起的作用还不明确，可能是通过

调控节律性转录物的输出和 ( 或 ) 翻译来参与生物

钟表达系统的运行，其中 Lark 基因编码的 RNA 结
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合蛋白可能参与调控节律性转录产物的翻译过程。

研究证实 Lark 基因的突变会延缓果蝇羽化模式

的节律性，但却不影响果蝇的运动节律或其中央

生物钟系统。值得注意的是，mLARK 和 dLark 在

mRNA 水平上比较稳定，但是它们的蛋白质积累速

率却存在节律性，这表明了它们在蛋白质水平上的

表达是受节律性的转录后调控的
[21]
。

2　生物钟基因的翻译后调控

2.1　细胞质中的磷酸化作用

PER 和 TIM 的蛋白质水平在果蝇体内呈现昼

夜节律性的振荡，但是它们的振荡似乎是独立于

RNA 翻译的节律。研究显示 Per 的 mRNA 的节律

性表达对维持 PER 蛋白质的节律性不是必需的
[22]
，

但是并不清楚在缺乏节律性的转录物的情况下，蛋

白质的节律表达是如何维持的，我们推测 PER 蛋

白表达的节律可能是由它和 TIM 蛋白相互作用引

起的。

PER 和 TIM 的翻译后修饰有助于产生一个大

约 24 h 的周期，在许多已知的翻译后修饰 ( 包括甲

基化、乙酰化和糖基化 ) 中，磷酸化过程是研究的

最深入的，并且已经证明对果蝇和其他许多物种的

生物钟系统起到关键作用。在细胞质中，磷酸化通

过两种方式影响果蝇生物钟基因表达的时相：(1)
通过调节 PER 的稳定性；(2) 通过调节 PER-TIM 复

合物进核的时间 ( 图 2)。磷酸化、泛素化和去磷酸

化的下游反应也对 24 h 节律的产生起到十分重要的

作用。

磷酸化是通过调节细胞质中 PER 的稳定性，

从而调控生物钟基因的表达。果蝇细胞质中的 PER 
在 DOUBLETIME(DBT) 介导下发生磷酸化作用。

DBT 是存在于果蝇体内的哺乳动物酪蛋白激酶

Iε(CKIε) 的同系物
[23]
。Dbt 基因发生突变的果蝇会

产生短 (dbtS) 节律或是长 (dbtL) 节律，或者甚至完

全丧失节律
[23-24]

。在磷酸化发生障碍的 Dbt 突变体

中，PER 处于低磷酸化水平并且大量积累，表明

DBT 在调控 PER 的磷酸化和稳定性方面发挥重要

作用
[23]
。DBT 介导下的磷酸化作用破坏了 PER 的

稳定性，从而促进或抑制了生物钟基因的表达。这

种作用一直维持到 TIM 在细胞质中积累到足够的

水平能够结合 PER 时，TIM 与 PER 的结合能够稳

定 PER，保护其免受随后的降解
[23-24]

。这就在 Per 
和 Tim 的转录物与 PER-TIM 复合物的形成过程之

间引入了一个时间延搁，这个延搁有助于生物钟形

成一个大约 24 h 的周期。此外，链胞霉菌蛋白

FRQ 在 CKI( 以及其他激酶 ) 作用下磷酸化，如果

抑制 FRQ 的磷酸化就能够稳定蛋白质
[25]
。在哺乳

动物中，CKIε 和 CKIδ 都已被证明在体内和体外均

能够与哺乳动物 PER 蛋白 (PER1 和 PER2) 结合，

并且在体外能使这些蛋白发生磷酸化
[26]
。与果蝇和

 DBT能够使PER磷酸化，在SLMB的介导下将PER作为降解靶目标并延缓PER的积累。但是目前还不清楚TIM是否也是SLMB
的靶标。TIM的积累能够使PER与TIM结合成为复合物，SGG和CKII能够促进PER-TIM复合物进入细胞核。SGG能够磷酸化

TIM，而CKII则能使PER和TIM磷酸化。虚线代表此路径还不明确

图2  果蝇细胞质中的生物钟翻译后水平的降解
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链胞霉菌生物钟类似，这种磷酸化能够引起哺乳动

物的 PERs 更迅速的代谢转化
[26]
，从而通过调节

PER 的稳定性来调控生物钟基因的表达水平。

CKI 也能调控哺乳动物细胞中 PERs 的核输入

过程。Takano 等证明了 CKIε 在 COS-7 细胞中能帮

助 PER1 和 PER3 转移入细胞核，但是 Vielhaber 等
却发现 CKIε 在 HEK 293 细胞中帮助 PER1 从细胞

核中重新定位于细胞质中。这些截然相反的结果也

许反映了实验中所使用的细胞类型的差异，但是从

另一方面也提示了哺乳动物 PERs 的亚细胞定位是

动态的，并且可能受到其他因素的影响。哺乳动物

GSK-3 的直系同源物 —— 果蝇 SGG 能够通过促进

PER 和 TIM 在细胞核中的积累来调控生物钟蛋白

的入核过程
[27]
。果蝇侧神经元中 SGG 的超量表达

会促进 PER-TIM 复合物提前转运入核，从而产生

短周期的活动节律，而 SGG 的减量表达则会产生

相反的效应，抑制了 PER-TIM 异二聚体的入核过

程，以此引起果蝇长周期的活动节律
[27]
。我们推测

TIM 也许是 SGG 的底物，当 SGG 的表达量减少时，

TIM 会发生显著的低磷酸化 ( 但是 PER 的磷酸化模

式不受影响 )，反之 SGG 的过量表达将 TIM 转换

为高磷酸化形式
[27]
。在体外，TIM 可在 GSK-3 作

用下被磷酸化，这些结果都表明了 TIM 是 SGG 磷
酸化的直接靶目标。

与 SGG 类似，CKII 也能够促进 PER 和 TIM 
的核积累过程。CKII 可以在体外磷酸化 PER，也

可以在较低程度上磷酸化 TIM[28]
。CKIIβ 结合

CKIIα 并异二聚化形成 CKII 全酶。Andante 突变会

破坏 β 亚基的二聚作用和 α : β 亚基的相互作用，使

其不能聚合成有功能的 CKII，同时突变导致了

PER 和 TIM 含量的增高，表明 CKII 在调控这些蛋

白质的稳定性与 PER 和 TIM 延迟的核转运过程中

起着重要的作用。CKII 可以作为 PER 和 TIM 磷酸

化的“启动激酶”，有利于它们随后在 DBT 和 ( 或 )
SGG 作用下的磷酸化过程，同时 DBT 和 SGG 自身

也可能被 CKII 磷酸化
[30]
。PER 和 TIM 磷酸化水平

的高低决定了它们核转运的时间。还不清楚 CKII 
是否在哺乳动物的昼夜节律系统中也起相同的作

用，但是已经证明，它作为生物钟一个高度保守的

组成构件在拟南芥和链胞霉菌中都发挥了重要的作

用。

2.2　细胞核中的磷酸化作用

近年来的一些研究也使我们对与上述细胞质中

的磷酸化反应起着同样作用的细胞核内的一些生化

反应有了更深入的了解。对行为节律突变的生物体

内蛋白质磷酸化模式的分析表明，核磷酸化作用在

每一次生物钟循环周期的终止过程中起到非常重要

的作用，磷酸化促进了昼夜节律启动子反式作用蛋

白的降解。在循环磷酸化作用下对转录调节因子活

性的调控也同时调节了负反馈的持续时间，这些机

制都有助于产生和维持周期大约为 24 h 的分子节

律。通过 Western 实验发现许多生物钟元件的磷酸

化过程主要发生在细胞核中。哺乳动物 PER 蛋白

在 CT21 中达到很高程度的磷酸化状态，其中大多

数 mPER 信号存在于细胞核部分
[24]
。目前许多磷

酸化过程的分子功能还并不清楚，在表型上，一些

与激酶或其亚基的突变密切相关的生化过程能够改

变不同生物钟元件的磷酸化状态。DBT 的缺失导致

了低磷酸化 PER 在果蝇起搏器神经元细胞核中高

水平的积累。DBT 的短周期和长周期等位基因分别

降低和增加核 PER 蛋白的稳定性
[24]
。果蝇细胞培

养 (S2 cells) 证明 DBT 的活性能够影响 PER 的转录

抑制活性
[29]
。哺乳动物生物钟系统中的 CKI 的功

能至少在一定程度上是保守的，并且能调节 mPER 
蛋白的核稳定性与 BMAL1 的转录活性

[5]
。S2 细胞

培养的初步研究数据表明 CKII 能影响果蝇体内核

PER 的抑制活性和链胞霉菌中 FRQ 蛋白的稳定性。

在人类中，家族性睡眠综合征 (familial advanced 
sleep phase syndrome ，FASPS) 与人类 PER2 基因的

点突变有关，这种突变在体外影响了 CKIε 作用下

的 hPER2 的磷酸化率，可能改变了核 hPER2 的稳

定性，并因此改变人体分子钟负反馈的持续时间
[26]
。

蛋白质互作的丧失可以改变磷酸化速率。果蝇

timUL 突变体中 PER-TIM 复合体的稳定性的增强抑

制了 PER 在生物钟细胞核内的磷酸化过程
[23]
。

PER 在复合物中的稳定性大大增强，减缓了它的降

解并推迟下一个循环周期的开始。磷酸化可能作为

一个信号，在降解过程中标记 PER 蛋白。事实上，

磷酸化决定了 PER 蛋白泛素化的速率。磷酸化的

PER 被认为是 E3 泛素连接酶 SCF 家族的一员，通

过连接酶复合物的 SLMB 蛋白亚基与磷酸化的残基

直接结合。在果蝇体内，SLMB 水平高低会影响磷

酸化的 PER 蛋白的稳定性
[30]
。SLMB 低水平的活

性能延长果蝇生物钟的周期，这大概是通过增加核

PER 蛋白的稳定性来达到这一作用的；SLMB 的超

量表达也会延长活动周期
[30]
，可能是因为细胞质中

积累的 PER 蛋白降解率的增加延缓了 PER 的核运

输过程。目前还不清楚是细胞质需要 SLMB 还是细
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胞核需要 SLMB，或是两者都需要 SLMB。除了蛋

白质的稳定性外，果蝇 PER 的转录阻遏因子的活

性也受磷酸化的调控。在体内，与 TIM 结合形成

复合物的核内 PER 的释放与其自身启动子的转录

阻遏作用和磷酸化作用的加强有关
[24]
。在培养细胞

中， DBT 和 CKII 水平的下降减轻了依赖 PER 的转

录阻遏作用
[29]
。因此，磷酸化依赖性的启动子的活

性受到生物钟蛋白复合物的调控，这可能也是许多

生物钟系统的一个普遍特征。

蛋白质的去磷酸化作用也能影响细胞核的稳定

性，并且也许会影响果蝇 PER 的活性和链胞霉菌 
FRQ 蛋白的活性。增强 PP2A 的活性能产生稳定的

组成型核 PER 蛋白，而磷酸酶活性的下降则会降

低 PER 的总体丰度
[28]
。链胞霉菌中， PP1 和 PP2A 

的突变也会影响生物钟系统的功能：链胞霉菌

PP2A 酶调节亚基 RGB-1 的突变会造成 frqRNA 和
总体蛋白的低水平表达，而 PP1 的突变似乎是通过

直接影响 FRQ 蛋白的降解来调节 FRQ 蛋白的稳定

性
[31]
。

3　结束语

生物钟属于细胞自主性活动，转录后和翻译后

水平的调控对生物节律的产生是十分必要的。这些

修饰过程在生物体的整个昼夜节律周期中引入了一

些短暂的时间延搁以确保生物钟循环周期延长至大

约 24 h，产生正常的生物周期节律。此外，这些修

饰也能够感知外界环境的变化并且迅速做出应答，

将信息翻译给中央生物钟，使生物钟系统能够调整

效应器的活动与环境周期保持同步。在过去几年对

昼夜节律性行为的研究取得了很大的进展，对生物

钟基因 mRNA 的选择性剪接、多聚腺苷酸化水平

上的调节以及在细胞质与细胞核内的磷酸化作用的

研究也取得初步成果，但是在生物钟的转录后和翻

译后调控方面还有许多领域未被探索。在转录后水

平，关于 mRNA 加帽反应的昼夜节律性调控、选

择性剪接的昼夜节律性调控和 RNA 从核到细胞质

的运输等方面我们还知之甚少。此外，生物钟蛋白

的其他一些化学修饰，如甲基化、糖基化和乙酰化

等翻译后修饰在生物钟中所起的作用还未被阐明。

目前对这些复杂的生化过程的研究其实才刚刚起

步，在这一领域的探索还需要更多的努力。对生物

钟基因的转录后和翻译后水平的调控机制的深入研

究，对揭示生命节律性活动的本质、生物进化的分

子基础和开拓遗传学研究新领域都具有重要意义，

可为今后医疗保健和农牧业生产实践提供新的理论

依据。
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