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摘　要 ：斑马鱼视觉系统生物钟相关研究在近些年取得了一定的进展。现主要对斑马鱼视觉系统中受生物

钟调控的形态学、视觉功能、电生理等特性进行总结，并初步探讨其内源性机制。同时，也概括了近年来

在斑马鱼松果体方面的研究进展，尤其是松果体的感光特性和发育过程，及其在斑马鱼生物钟形成中的作用。
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Advances in studies of the circadian clock of the zebrafish visual system
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Abstract: Advances in studies of the circadian clock of the zebrafish visual system have been made recently. Here 
we summarized the circadian rhythms of the zebrafish visual system including the morphological changes, visual 
functions and electrophysiological characters, and discussed the underlying mechanisms primarily. The progress in 
the field of the zebrafish pineal gland research has been discussed as well, especially the photoreceptive property of 
the pineal gland and its role in the development of the larval zebrafish biological clock.
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生物钟是一种生物机体内源性的、以约 24 h
为周期的昼夜节律。从分子水平上来看，生物钟是

通过一系列生物钟基因相互作用而形成的 [1]。同时，

这些钟基因能够调节一系列钟控基因的转录表达，
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进而影响生物机体的各种生理过程 [2]。在视觉机制

方面，诸多生理过程受生物钟调控，如鱼类和两栖

类的视网膜运动 [3-4]、光感受器细胞外段小盘脱落 [5]、

带状突触的形成与解聚 [6-8]、Spinule的形成与消失 [9]、

光感受器细胞之间的缝隙连接 [10]、视蛋白的表达和

视敏度的节律性变化等 [11-12]。近年来，斑马鱼逐渐

成为生物钟研究领域中的一种优良模式生物。与啮

齿类动物如大鼠、小鼠等不同的是，斑马鱼不仅在

生理、行为等各方面表现出了显著的节律性，更重

要的是斑马鱼是典型的昼行性动物，主要在光周期

活动，暗周期静息 [13]。同时，对昼夜节律具有重要

调控作用的激素 —— 褪黑素也主要在暗周期合成分

泌 [14]，这与包括人在内的昼行性动物是一致的。斑

马鱼胚胎体外发育，用化学试剂 PTU (1-phenyl-2-
thiourea) 抑制其黑色素合成，可使胚胎在数天内保

持透明，这一特点十分适合光学成像和原位杂交检

测 mRNA 的时空表达 [15]。同时，这也十分利于研

究生物钟在胚胎早期发育中的调控作用和用荧光素

酶进行钟基因表达成像 [16]。斑马鱼基因组测序已经

完成，并且易于正向遗传突变筛选、转基因和基因

敲除操作。生物钟基因序列相对保守 [17]，斑马鱼

clock1a 与小鼠的 clock 编码的氨基酸序列同源性高

达 80%[18]。所以，对斑马鱼生物钟的研究将有助于

人们对自身生物钟调控生理过程的理解。

与高等动物不同，斑马鱼的核心生物钟位于松

果体 [19-20]。同时，由于鸟类、爬行动物、两栖类和

鱼类的松果体同时具有内分泌和感光的功能 [21]，斑

马鱼的生物钟显著受到光照的影响。另一方面，斑

马鱼视觉发达，胚胎发育 5 dpf (days post fertilization)
就具有较为完善的视觉功能 [22]。从幼年到成年，斑

马鱼的视觉功能一直受到生物钟的调控 [23-24]。本文

主要对斑马鱼的核心生物钟——松果体和视觉功能

相关研究进展进行了总结。

1　视网膜内的生物钟

斑马鱼视网膜的结构和功能均在一定程度上受

到生物钟的影响。成年斑马鱼视网膜在亮暗 (light/
dark, LD) 光周期下表现出显著的视网膜运动。光周

期中，视锥细胞内段收缩，视杆细胞内段伸长，视

网膜色素上皮细胞 RPE (retina pigment epithelium)
色素颗粒聚集到玻璃体侧；在暗周期中，这些细胞

都向相反方向运动。在 DD 光周期下，短单锥细胞

(short-single cones) 与双锥细胞 (double cones) 以及

RPE 色素颗粒都可以维持昼夜节律运动，但长单锥

细胞 (long-single cones) 和视杆细胞仅仅能够维持运

动的趋势，无统计学显著性 [3]。幼体斑马鱼夜间视

觉丧失，直到 20 dpf 才表现出 RPE 色素颗粒运动，

28 dpf 才出现显著的视网膜运动 [25]。斑马鱼视网膜

内带状突触的形成与解聚同样具有昼夜节律性。在

光周期下，幼年斑马鱼视网膜内水平细胞与光感受

器细胞之间突触连接形成特殊的带状突触，而这种

结构在暗周期中解聚消失。这种节律性结构的形成

在暗周期中同样可以受到外界光照的诱导，但是

暗环境并不能诱导光周期下带状突触的解聚 [23]。

Balkema 等 [7] 在 C57BL/6J 小鼠中的实验表明，带状

突触的长度具有昼夜节律性，在 ZT2 (zeitgeber time 2)
达到最大值。这种结构的变化同样存在于美洲红点

鲑、两栖类和龟类中 [6]。带状突触长度的昼夜相位

与视敏度的昼夜相位相对应，也就是说当带状突触

的长度越大时，视阈值越低 [7]。这种节律性可能是

幼体斑马鱼在暗周期下丧失视觉的原因之一 [23]。

硬骨鱼类视网膜内与视锥细胞形成突触连接

的水平细胞，能够形成指状突起的结构，称为

Spinule。这种结构在光周期开始时形成，光周期结

束时消失。而且，这种周期性能够在全黑暗环境中

维持，表明 Spinule的形成具有显著的近日节律性 [9]，

但 Wagner 等 [26] 的实验表明，Spinule 的形成受多

巴胺影响，而不受水平细胞中内源性的生物节律调

控。视黄酸能够诱导 Spinule 形成 [27]，而褪黑素则

抑制 Spinule 形成。斑马鱼视网膜内 Spinule 的结构

报道很少，其是否有节律性也尚未得到阐述 [28]。

在功能和生理特性方面，斑马鱼的视敏度、视

动反应以及电生理视网膜电图 ERG (electroretinogram)
也都表现出近日节律。斑马鱼视敏度受内源性生物

钟的影响，呈现出光周期结束前视阈值最低、暗周

期结束前视阈值最高的变化趋势。在一个 LD 周期

内，视锥和视杆细胞的视阈值变化分别为 1.4 和 2.2
个 log 单位。全黑暗条件下这种节律性能够维持数

天，并且能够受外界光照影响而发生相位重置。全

光照条件下，这种节律性迅速消失，视阈值维持在

最低水平 [24]。

与此相应，电生理实验表明，视网膜 ERG 也

表现出显著的节律性。具体来说，使用不同强度光

照刺激诱发 ERG b 波幅值达到阈值 10~20 mV，光

周期结束前所需光强度远小于暗周期结束前。用同

等强度的闪光刺激斑马鱼视网膜，ERG a 波的幅值

在光周期结束前远大于暗周期结束前。这种节律性

与多巴胺密切相关，将视网膜内多巴胺能网间质细
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胞损毁后，视杆细胞的这种节律性消失，视阈值一

直处于较高的水平。电生理实验表明，多巴胺能细

胞损毁并不影响外网层的功能，而是主要引起内网

层细胞功能的变化，光刺激反应传输到视神经上时

就已经减弱了。同时，诱发 ERG 阈值 b 波所需光

强度的昼夜节律变化约为 1.2 个 log 单位，这要小

于视阈值变化 [29]。幼鱼夜间视觉丧失，主要表现在

夜间 OKR (optokinetic response)、VMR (visual-motor 
response) 较低直至消失，ERG 对光刺激反应消失

以及带状突触解聚，但这种视觉的丧失显著受光照

影响，夜间 3 h 的光照基本可使视觉恢复 [23]。

另一个比较有趣的现象是，ERG b 波和 d 波占

主导的相互转移具有近日节律性。具体来讲，在暗

适应早期，视锥细胞的功能占主导；随着暗适应时

间延长，视杆细胞的功能逐渐占主导。这主要表现

为：随着暗适应的进行，斑马鱼 ERG b 波幅度逐渐

增大，d 波幅度逐渐减小。而这种变化在光周期即

将结束时，也就是视阈值最低的时间窗内，所需时

间最短 [30]。以氨基酸作为嗅质的嗅觉刺激能够提高

斑马鱼的视敏度，并且这种效应只表现在光周期开

始阶段。这一时间窗内，斑马鱼的视敏度处于近日

节律的最低值。这一过程主要是由位于嗅球内的

GnRH (gonadotropin-releasing hormone)能TN (terminal 
neuron) 神经元介导 [31]。TN 神经元在视网膜内形成

广泛的突触连接 [32]，可以抑制多巴胺的释放，进而

活化视网膜节细胞，但这种效应是否具有近日节律

性，如视网膜内 GnRH 的受体表达节律性，还是只

是天花板效应，目前还不是十分清楚。

金鱼视网膜水平细胞接受视锥细胞和视杆细胞

的信号输入，在近日节律的调控下，光、暗周期主

要分别接受视锥细胞和视杆细胞的信号 [33]。这一现

象在斑马鱼中并没有直接报道，但与上述现象相关

的视锥细胞与视杆细胞之间的缝隙连接是有报道

的。斑马鱼视网膜内视锥细胞之间和视锥与视杆细

胞之间存在有 Connexin35 构成的缝隙连接，其通

透小分子物质的能力在光周期内较强，暗周期内较

弱。也就是说，可通透的缝隙连接数目在光周期内

明显高于暗周期 [34]。由此可见，生物钟能够在形态

结构、生理功能和电生理变化等多个层次影响斑马

鱼的视觉系统。

2　视网膜内生物钟机制

视网膜内的生理过程除受内源性钟基因的调

控，还显著受到光照的影响。其中，光照直接影响

神经递质多巴胺及激素褪黑素的合成与分泌。在视

网膜中，已知多巴胺及褪黑素分别起着光信号和暗

信号的作用，对整个视网膜的生理功能有着重要的

调控作用。

多巴胺能够提高视敏度，影响视敏度的近日节

律变化 [29]。多巴胺及其代谢通路中的一些关键酶，

如酪氨酸羟化酶 th、单胺氧化酶 mao 的 mRNA 转

录都具有近日节律性，并且在钟基因转录表达受到

抑制时，它们的表达水平也会受到影响。例如，钟

基因 per1b 缺失突变引起 th、mao 的 mRNA 转录表达

上调，多巴胺水平降低 [52]。同时，长波敏感锥细胞视

蛋白 LC (long-wavelength-sensitive red cone) rhodopsin 的

表达水平也有一定节律的相关性，其表达的峰值位

于光周期内 [11] ；并且有实验结果表明，clock 基因

通过依赖于 cAMP (cyclic adenosine monophosphate)
的信号通路对这种节律的形成起着重要作用 [35]。

Melanopsin 在哺乳动物的生物钟调节中发挥重

要作用 [36]。斑马鱼有更多的 melanopsin 基因 (opn4a、
opn4.1、opn4b、opn4xa、opn4xb)，并且广泛表达于

视网膜各种细胞类型中。opn4a 和 opn4b 与哺乳动

物的 opn4 同源，opn4xa 和 opn4xb 与非洲爪蟾的

opn4 同源，opn4.1 没有内含子，可能是在进化中转

座子插入形成的。这些基因启动子中都有 E-box 结

构元件，暗示其表达可能具有近日节律性 [36]。同时，

Matos-Cruz 等 [37] 也发现，在幼鱼视网膜中 opn4a 和

opn4.1 的 mRNA 转录具有节律性，但还需进一步实

验验证。视网膜内缝隙连接在 Connexin35 处于磷酸

化状态时激活开放，利于细胞间信号的整合。而

Connexin35 的磷酸化是受生物钟调控的，即暗周期

下处于高磷酸化状态。进一步实验表明，PKA (protein 
kinase A) 在这一过程中起着重要作用。cAMP 类似

物能够促使 Connexin35 磷酸化，模拟夜间高缝隙连

接的状态 [34]。在金鱼实验中，Ribelayga 等 [33] 观察

到多巴胺促进水平细胞接受视锥细胞信号输入，并

提出类似的模型。也就是说，多巴胺通过调节 PKA
通路，在光周期内抑制视锥与视杆细胞之间的缝隙

连接，而使得水平细胞接受视锥细胞信号输入。

3　松果体内的生物钟

成年斑马鱼松果体的光感受器细胞位于松果体

内部，电镜显示其由外段、内段和包含有突触蒂的

基底杆状结构组成 [38]。离体培养的斑马鱼松果体分

泌合成褪黑素具有显著的生物钟节律性。与大多数

脊椎动物一样，斑马鱼褪黑素合成分泌的峰值出现
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在暗周期内 [14]。幼鱼中这种节律性的形成非常迅速，

正常光暗周期下 20~26 hpf 这种节律性就已经开始

建立了，并且具有相对稳定性，如第二个正常光周

期结束后将幼鱼放到全黑暗条件下培养，这种节律至

少能维持 3 个正常光周期。但如果在 20 hpf 之前将幼

鱼放到全黑暗条件下培养，这种节律不能形成 [39]。与

哺乳动物不同，这一节律性不受儿茶酚胺的影响，

但光照能够显著抑制褪黑素的分泌 [40]。Ziv 等 [41]

的实验证据进一步表明，斑马鱼松果体对 400~600 
nm 的光波均具有敏感性，尤其对 500 nm 和 570 nm
的光波最为敏感，这也暗示了多种感光蛋白的存在。

金鱼和蝾螈的松果体光感受器细胞也都存在带

状突触结构，并且与视网膜中的带状突触相类似，

其长度表现出昼夜节律性变化。但不同的是，其长

度最大峰值位于暗周期 [42-43]。斑马鱼松果体的超微

结构已经有所报道，但其是否同样存在带状突触结

构还不清楚。

4　松果体内生物钟机制

Clock1a 是第一个被克隆的斑马鱼钟基因，而

且首次发现时就被检测到在松果体内振荡表达，其

表达的峰值位于光周期结束、暗周期开始的时间窗

内 [18]。褪黑素合成的关键限速酶 aanat2 特异性地

表达在视网膜光感受器细胞和松果体内，其开始表

达的时间与褪黑素初始合成时间一致，约为 22 hpf，
并且呈现出显著的昼夜节律 [44]。在这一机制形成的

过程中，光照、对光敏感的 per2 基因和 otx5 都起

了重要作用 [45]。将 per2 基因敲减后，光照对于

aanat2 节律形成的调节作用也随即消失。进一步实

验表明，早在松果体细胞分化形成之前，光照即可

诱导 per2 基因在松果体前体细胞内高表达 [46]。

除此之外，松果体内至少表达两种感光蛋白，

Exo-rhodopsin 和 LC rhodopsin[47]。其中，Exo-rhodopsin
在夜间高表达，能够上调 aanat2 的转录表达，进而

影响褪黑素的合成与分泌 [48]。Exo-rhodopsin 的表

达受到 Otx5 和 Per3 的双重调控，前者促进其转录

表达，而后者起到抑制作用 [45,48]。相比之下，没有

报道显示 LC rhodopsin 的表达具有近日节律表达模

式，但它与幼鱼的发育阶段相关，从 10 dpf 起表达

下降，成年又开始回升 [49]。Ziv 等 [41] 没有检测到

VA (vertebrate ancient) 和 VAL (vertebrate ancient 
long) opsins 在松果体的表达。同时，Exo-rhodopsin
和 LC rhodopsin 的最大吸收光谱分别为 492~503 
nm 和 570 nm，表明还有其他的感光蛋白存在。

除内分泌功能外，松果体光感受器细胞存在自

发放特性。早期研究显示，鳟鱼松果体节细胞自发

放在 10 Hz 左右。这种自发放受光照抑制，发放频

率随光强的增加逐渐降低。同时，多巴胺能够降低

这种抑制作用 [50]。鸡的松果体细胞也有自发放，其

平均发放频率一般低于 10 Hz，而且不同细胞的发

放频率具有近日节律性或超日节律性，周期分别

为 (26.25±1.26) h 和 (10.75±1.06) h。细胞自发放

频率在暗周期内较高，与褪黑素合成的峰值相对

应 [51]。目前，斑马鱼松果体细胞的电生理特性还

未见报道。

5　斑马鱼应用于生物钟研究的新方法

王晗实验组应用病毒插入的方法成功抑制 per1b 
(period1b) 基因的转录表达，构建了 per1b 基因缺失

突变体，这也是第一个成功运用此方法构建的钟基

因缺失突变斑马鱼品系 [52]。荧光素酶标记生物钟基

因转基因斑马鱼也得到广泛的应用，利用这种标记

的鱼，可以通过成像的方法简易而又精确地观测钟

基因的振荡表达。这种方法也尤其适用于以幼鱼和

离体细胞为对象，研究光照 [53-54]、温度 [55]、激素 [56]

等因素对钟基因的直接作用。钙离子成像技术成功

用于视网膜自感光神经节细胞 ipRGC (intrinsically 
photosensitive retinal ganglion cell) 的研究。应用钙

染料 FURA-2，Sekaran 等 [57] 发现 C3H/He rd/rd cl
小鼠 ipRGC 存在 3 种发放模式：维持发放、瞬时

发放和重复发放。维持发放的细胞在撤除光照刺激

后维持发放，一般在 5 min 内停止发放。瞬时发放

的细胞迅速停止发放，一般在光照刺激停止前就回

到基线水平。重复发放的细胞振荡发放，一般 20 
min 后才回到基线水平。此外，他们还发现，ipRGC
可以通过缝隙连接使其他类型的视网膜节细胞对光

照刺激发放。李雷实验组也使用类似的方法，研究

多巴胺对斑马鱼视网膜节细胞钙离子内流的影响。

他们发现，多巴胺能够通过 D1 受体抑制高膜电位

和低膜电位钙离子内流 [58]。斑马鱼视网膜内受多

巴胺影响的具生物节律的相关结构及生理特性详见

表 1。

6　展望

目前，斑马鱼视觉系统生物钟研究已经取得了

一定进展。包括形态学上的视网膜运动 [25]、带状突

触的形成与解聚 [23]，功能上的视敏度和电生理视网

膜电图 ERG 的昼夜节律变化 [24]，以及 th、mao 等
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表1  斑马鱼视网膜内受多巴胺影响的具生物节律的相关结构及生理特性

相关结构及特性 受体类型 作用

视网膜运动 D2 只影响视网膜运动的幅度

缝隙连接 D2 抑制缝隙连接形成

视敏度  提高视敏度

ERG  提高b波幅度

Spinule D1 D2 促进spinule的形成

视锥水平细胞信号输入 D2 促进视锥细胞信号输入

褪黑素 D2 抑制褪黑素合成释放

视网膜节细胞 D1 通过降低内向钙离子电流抑制发放

在 mRNA 水平的昼夜节律变化。同时，作为斑马

鱼生物钟的核心，松果体也一直深受关注。松果体

的发育及其在幼鱼生物节律形成中的作用以及部分

分子机制也得到了阐述 [39,46]，但目前的工作还较为

基础，研究人员多采用干扰光周期 [37]、药理学手段

和电生理记录 [29] 的方式开展工作。人们还不能很

好地去解释这些变化的内在机制，尤其是钟基因和

钟控基因如何直接调节这些形态、生理变化。未来，

一方面，斑马鱼基因组测序已经完成，且易于正向

遗传突变筛选、转基因和基因敲除操作，通过这些

手段进行遗传操作以获得钟基因突变体系，十分利

于进一步的深入研究；另一方面，斑马鱼幼鱼通体

透明，结合荧光素酶基因标记技术进行活体成像，

能够更加直观和精确地去阐述钟基因作用机理 [16]。
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