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摘 要摘 要：昼夜节律是生物体在长期进化过程中为适应地球周期性自转所形成的核心调控机制，广泛存在于从单细胞生物到高

等多细胞生物的生命体中。昼夜节律在代谢调控、免疫反应以及睡眠-觉醒等关键生理过程和行为调节中发挥重要作用，其

紊乱与多种疾病的发生密切相关。过去数十年，通过果蝇和小鼠的遗传学研究，昼夜节律的机制研究已取得重要进展，鉴

定出了调控昼夜节律的关键保守基因，并揭示了基于转录-翻译负反馈环路的分子调控机制。此外，大脑中的节律神经元通

过复杂的神经环路与不同层级的神经元网络相互作用，精确调控昼夜节律相关的生理和行为节律。本文将重点探讨果蝇大

脑中节律神经元的神经环路机制研究进展。未来的研究拟进一步推动昼夜节律调控机制的临床转化，特别是在时间医学和

精准治疗领域。
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Abstract: Circadian rhythms are core regulatory mechanisms that evolved to align biological functions with the Earth's rotation. 

These rhythms are conserved across organisms from unicellular life to multicellular species and play essential roles in metabolism, 

immune responses, and sleep-wake cycle. Circadian disruptions are strongly associated with various diseases. Over the past decades, 

genetic studies in Drosophila and mice have identified key conserved clock genes and uncovered transcription-translation feedback 
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loops governing circadian regulation. Additionally, rhythmic neurons in the brain integrate complex neural circuits to precisely regu‐

late physiological and behavioral rhythms. This review highlights recent advances in understanding the neuronal circuit mechanisms 

of rhythmic neurons in the Drosophila brain and discusses future directions for translating circadian rhythm research into chrono‐

medicine and precision therapies.

Key words: circadian rhythm; neural circuits; circadian neurons

生物节律是一种广泛存在于生物体内的生理现

象，与地球自转形成的 24 h周期密切相关[1]。生物

体的内源性时钟系统并非严格的24 h周期，能够通

过光照、温度以及进食等关键授时因子的导引

(entrainment)作用与外界环境同步，从而调控不同

的生理过程和行为。生物节律的稳定性对机体健康

至关重要，其紊乱与肿瘤、代谢性疾病、心血管功

能障碍以及神经精神疾病等多种病理状态密切相

关[2]。例如，昼夜节律的破坏能够促进部分肿瘤的

形成；相反，肿瘤相关的致癌过程也会进一步削弱

机体的节律系统[3]。用药理手段调控核心生物钟基

因正成为癌症治疗的一种新策略[3]。越来越多的研

究表明，针对节律紊乱的干预治疗能够缓解部分精

神疾病的临床症状[4]。在现代社会中，跨时区旅行、

夜间过度光照、轮班工作以及不良的饮食习惯等造

成的昼夜节律紊乱愈发普遍。因此，深入研究生物

节律的调控机制及其紊乱对疾病发生、发展的影响

具有重要的科学价值和临床意义。

黑腹果蝇 (Drosophila melanogaster)生长周期

短，遗传操作简单，且超过75%的基因与人存在同

源性，是昼夜节律研究的经典模式生物。在分子水

平 上 ， 细 胞 自 主 的 转 录 - 翻 译 负 反 馈 环 路

(transcription-translation feedback loop, TTFL)调控核

心生物钟基因及其下游钟控基因的表达，并在 24 h

内周期性振荡，从而调控多种生理过程[5]。此外，

哺乳动物和昆虫的大脑中均存在调控生物节律的脑

区和神经元，这些神经元通过表达不同的神经多肽

和神经递质，与上下游神经元组成神经环路，共同

介导昼夜节律的调控[6]。节律神经元在神经化学特

性和形态上存在异质性，使其能够执行不同的生理

功能。本文将重点探讨果蝇昼夜节律的分子调控机

制及其神经环路网络，为深入研究昼夜节律紊乱的

潜在病理机制、揭示生物钟的精细调控原理，以及

解析其在昼夜节律相关疾病中的作用提供理论支撑

和研究参考。

11　　首个节律基因的克隆首个节律基因的克隆

人类早期便认识到生理活动的周期性变化，但

对昼夜节律的系统性科学研究可追溯至18世纪的法

国。博物学家 Jean-Jacques d'Ortous de Mairan 于

1729年首次描述了生物钟的现象。他在一项经典实

验中观察到，即使在持续黑暗的环境中，含羞草的

叶片仍然会按照昼夜节律展开和闭合。这表明植物

的生理节律可能由内在的生物钟调控，而不仅仅依

赖于外界光照的变化。现代昼夜节律研究的突破始

于果蝇的遗传学分析。20世纪60年代，在加州理工

大学的Seymour Benzer在Ed Lewis的鼓励下，尝试

利用化学诱变筛选出具有趋光性缺陷的果蝇突变

体，首次指出基因是复杂行为学的基础[7]。在

Seymour Benzer 的研究生 Ronald Konopka 的建议

下，他们开始利用正向遗传学手段研究果蝇的昼夜

节律，并成功鉴定出三个影响节律周期的突变体，

分别导致周期延长、缩短或节律丧失，这些突变体

被命名为 perL、perS和 perAR [8]。该研究首次提供了

生物钟具有遗传基础的直接证据。十多年后，重组

DNA技术的快速发展使得克隆基因成为可能。1984

年，布兰迪斯大学的 Jeff Hall、Michael Rosbash和

洛克菲勒大学的Michael Young成功克隆出period基

因[9‒12]。尽管 period基因的克隆尚不揭示其分子机

制，后续研究发现，period mRNA水平在昼夜之间

呈现周期性波动，并且可以调控自身转录，这一发

现奠定了昼夜节律的TTFL的基础[13]。此后，更多

核心生物钟基因相继被发现，进一步揭示了生物钟

的分子调控机制。

22　　昼夜节律调控的分子机制昼夜节律调控的分子机制

果蝇的核心时钟基因主要包括 Clock (Clk)、

Cycle (Cyc)、Period (Per)和Timeless (Tim)等。其中，

CLK和CYC形成异源二聚体，作为转录激活因子，

通过结合下游靶基因(包括Per和Tim)启动子上的E-

box 序列，促进其转录。这一过程主要发生在

Zeitgeber Time (ZT) 4至ZT18之间(ZT0为光照开始，
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ZT12为黑暗开始)。随后，Per和Tim mRNA在细胞

质中被翻译成PER和TIM蛋白。然而，由于PER蛋

白的磷酸化依赖性降解[主要由Doubletime (DBT)，

即哺乳动物酪蛋白激酶 1ɛ的同源蛋白介导]，以及

TIM 对 PER-DBT 复合物的稳定作用，PER 和 TIM

蛋白的累积存在约6~8 h的滞后，至ZT12左右才显

著增加。PER和TIM蛋白在细胞质中形成复合物，

并在磷酸化和去磷酸化的动态平衡调控下进入细胞

核。在核内，PER-DBT复合物(或PER-TIM-DBT复

合物)与CLK结合，促进其磷酸化，使其从E-box元

件上解离，从而抑制Per和 Tim的转录，这一负反

馈抑制作用从ZT18延续至ZT4。此外，环境光照在

果蝇生物钟的调节中起关键作用。当ZT0光照开始

时，环境光照通过激活隐花色素 (cryptochrome, 

CRY)介导TIM的降解。具体而言，CRY作为光受

体，感受到环境中的蓝光信号后发生构象变化，并

通过招募F-box蛋白 Jetlag促进TIM的泛素化降解。

TIM的降解导致PER蛋白失去稳定性，进而被DBT

介导磷酸化，并经E3泛素连接酶SLIMB介导的泛

素化途径降解。PER的降解解除对CLK-CYC复合

物的抑制，使其重新结合至E-box元件，启动新一

轮Per和 Tim的转录，从而形成一个大约 24 h的生

物节律周期[14]。除了在转录水平的调节外，有研究

表明染色质的可及性对周期性基因表达同样重要，

在 per01突变体中，周期性的染色质可及性消失[15]。

核心生物钟基因在神经元以及神经胶质细胞中都具

有较高的表达量。胶质细胞中表达的核心生物钟基

因对睡眠稳态调控具有重要功能[16]。但有研究显

示，Tim在这两类细胞中的调控模式是不一样的，

启动子区的E-box序列对神经胶质细胞中 Tim的转

录更加重要[17]。在果蝇节律神经元中特异性敲低

CYC 的表达后，不仅影响昼夜节律基因表达，同

时也会导致节律神经元发育异常，表明核心生物

钟基因在神经系统发育过程中也具有重要的

作用[18]。

哺乳动物中具有类似的分子机制。具体而言，

哺乳动物的核心时钟基因包括 Clock、 Bmal1 

(Arntl)、 Period (Per1, Per2, Per3) 和 Cryptochrome 

(Cry1, Cry2)等。其中，BMAL1和CLOCK蛋白形成

异源二聚体，作为转录激活因子，结合在Per和Cry

基因启动子上的 E-box 序列，促进其转录，随后

PER和CRY蛋白在细胞质中积累，形成复合物后转

移到细胞核内，与 CLOCK-BMAL1 复合物相互作

用，抑制其转录活性，形成负反馈环路。此外，哺

乳动物生物钟还存在辅助反馈环路，以增强和稳定

昼夜节律的调控[19, 20]。例如，核受体蛋白RORs和

REV-ERB分别作为转录激活因子和抑制因子，调控

Bmal1的转录。RORs与Bmal1启动子上的RORE序

列结合，促进 Bmal1 的转录；而 REV-ERBs 也与

RORE 序列结合，但抑制 Bmal1 的转录[21, 22]。这一

辅助反馈环路与核心反馈环路相互作用，增强了生

物钟的稳健性和精确性[5]。最新研究表明，低活性

的P-loop ATP酶RUVBL2是真核生物钟的共同起源

分子，通过与TTFL生物钟蛋白相互作用参与昼夜

节律调控[23]。

适应环境温度变化对于大多数生物的生存至关

重要。果蝇作为一种变温动物，对外在环境温度的

变化尤其敏感。昼夜节律系统能够响应温度变化，

同时维持相对稳定的昼夜节律周期。越来越多的研

究表明，RNA可变剪接在此过程中具有重要的调控

作用。低温(18 °C)可以诱导 per mRNA在 3′ UTR区

域的选择性剪接，并进一步通过激活 daywake基因

的转录，促进果蝇在傍晚的活动高峰提前[24, 25]。

Tim mRNA同时受到了温度的调控。已知在不同的

温度条件下至少具有 4 种不同的 Tim mRNA 变体。

遗传学筛选发现 U4/U5.U6 三小核核糖核蛋白(tri-

snRNP)剪接体组分PRP4激酶调控果蝇昼夜节律基

因表达与行为，这一过程主要是通过Tim的可变剪

接介导的[26]。在25 °C条件下，全长Tim转录本表达

最多，低温诱导 Tim-cold和 Tim-sc表达，高温促进

Tim-M的表达增加，有助于推迟果蝇在傍晚时的活

动高峰[26‒28]。最新的研究结果表明，温度同时调控

Clk的选择性剪切，在低温条件下，CLK-cold是主

要的蛋白亚型，其部分氨基酸残基缺失影响CLK蛋

白对DNA的结合能力[29]。

33　　果蝇大脑中节律神经元的组成果蝇大脑中节律神经元的组成

核心生物钟蛋白的发现极大推动了对调控昼夜

节律的关键神经元的鉴定。位于哺乳动物大脑中的

视交叉上核(suprachiasmatic nucleus, SCN)是调控昼

夜节律的关键脑区。小鼠大脑中的SCN由约2万个

细胞组成。果蝇大脑中的节律神经元网络相对而言

更加简单，一共有约 240个节律神经元，它们通过

不同的周期性基因表达调控多种生理过程和行为，

这些节律神经元分布在不同的脑区(图1)。根据其胞

体位置与大小分为不同的节律神经元亚型[30]。通常
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情况下，双侧分布的节律神经元可分为两个主要类

别：侧向神经元(lateral neurons, LNs)和背侧神经元

(dorsal neurons, DNs)。其中，LNs进一步分为大腹

侧神经元(large lateral ventral neurons, l-LNvs)、小腹

侧神经元(small ventrolateral neurons, s-LNvs)、第五

小腹侧神经元 (5th small ventrolateral neuron, 5th-

LNv)、背侧外侧神经元(lateral dorsal neurons, LNds)

以及后侧神经元(posterior lateral neurons, LPNs)。而

DNs 则分为 DN1s、DN2s 和 DN3s 三个亚型，其中

DN1s进一步分为前部(DN1as)和后部(DN1ps)两组。

GAL-UAS系统是一种常用于果蝇组织特异性操控

的遗传工具[31]。目前，多个细胞特异的GAL4品系

已被开发，极大地推动了对果蝇节律神经元细胞特

异的功能研究[32]。截至目前，针对LNs的研究相对

更为深入。在 12 h光暗循环(12 h:12 h LD)条件下，

果蝇的活动呈现出两个显著高峰，分别位于早晨和

黄昏。l-LNvs和 s-LNvs表达色素分散因子(pigment-

dispersing factor, PDF)，在调控果蝇在早晨的活动高

峰以及内源周期性长度过程中具有重要作用，因此

被称为 M (morning)细胞。PDF 通过激活其受体

PDFR (PDF receptor)，在不同节律神经元亚型及部

分非节律神经元中实现昼夜节律的同步化。LNds及

部分DNs的功能缺失会导致黄昏活动高峰异常，因

此被称为E (evening)细胞。

44　　果蝇节律神经元的感光机制果蝇节律神经元的感光机制

光照是影响昼夜节律的主要环境因素之一。研

究表明，果蝇昼夜节律的光感受依赖于视觉系统和

节律神经元中表达的蓝光受体CRY [33]。果蝇具有三

种外部光感受器：复眼(compound eyes)、小眼(ocelli)

图 1. 转录-翻译反馈调节环路及果蝇和小鼠大脑中的节律神经元。正向调控因子(如CLK/CYC或CLOCK/BMAL1)促进负性

调控分子(如PER/TIM或PER/CRY)的转录，后者通过抑制正向因子的转录活性，从而构成负反馈环路。小鼠视交叉上核

(SCN)中，绿色和红色荧光分别代表胃泌素释放肽(GRP)和精氨酸加压素(AVP)的表达。果蝇节律神经元根据其解剖学位置可

区分为不同的亚型，如腹侧神经元(LNvs)和背侧外侧神经元(LNds)等。

Fig. 1. Transcription-translation feedback loop and rhythmic neurons in the brains of Drosophila and mice. Positive regulatory factors 

(CLK/CYC or CLOCK/BMAL1) promote the transcription of negative regulators (PER/TIM or PER/CRY), which in turn inhibits the 

transcriptional activity of the positive factors, forming a negative feedback loop. In the mouse suprachiasmatic nucleus (SCN), green 

and red fluorescence indicate the expression of neuropeptides gastrin releasing peptide (GRP) and arginine vasopressin (AVP), respec‐

tively. In Drosophila, circadian neurons are classified into different subtypes based on their anatomical locations, such as the lateral 

ventral neurons (LNvs) and lateral dorsal neurons (LNds). PL, prelimic cortex; DN1as, dorsal neurons 1 anterior; DN1ps, dorsal neu‐

rons 1 posterior; DN2s, dorsal neurons 2; DN3s, dorsal neurons 3; LPNs, posterior lateral neurons; 5th-LNv, 5th small ventrolateral 

neuron; aMe, accessory medulla.
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和Hofbauer-Buchner (HB)小眼。利用视觉突变体的

研究表明，复眼在测量日长和感知月光方面发挥作

用。缺乏复眼或 norpA的果蝇突变体，其黄昏活动

高峰提前，晨峰活动显著减弱，表明复眼在果蝇的

昼夜节律调控中具有重要作用[34]。光响应的节律神

经元投射至附加髓质(accessory medulla, aMe)，并在

该脑区与HB小眼光感受器及传递复眼信号的中间

神经元形成突触连接[35]。研究表明，激光切除 aMe

或去除果蝇复眼均可消除节律神经元的光响应[36]。

此外，果蝇R8感光细胞通过共释放组胺和乙酰胆

碱两种神经递质，将成像信号与光照强度信号分

离；行为学研究进一步表明，阻断组胺和乙酰胆碱

的传递分别会损害R8介导的运动检测和昼夜节律

光同步性，说明单一类型的感光细胞可以实现视觉

感知与昼夜节律光同步的功能分化[37]。

与哺乳动物因较厚的头骨而限制光穿透不同，

果蝇大脑表面的角质层可以直接透光，使部分节律

神经元能够直接感受环境光信号。其中，部分节律

神经元直接表达蓝光受体CRY，这一光受体在果蝇

的昼夜节律光感受中起核心作用[38]。CRY蛋白结构

与细菌中的光裂解酶高度同源并最早在拟南芥中被

鉴定发现[39]。随后的研究表明，CRY在进化上具有

极高的保守性，在植物、果蝇、斑马鱼、哺乳动物

乃至人类中均有表达[40]。有意思的是，在植物和昆

虫中CRY可以感受蓝光并调控基因表达，而在高等

动物中CRY失去了感光功能，主要作为转录抑制因

子发挥作用[41]。在果蝇中，Cryb突变体对光照的同

步化能力显著减弱。野生型果蝇通常能在一天内将

昼夜节律同步至新的明暗(LD)条件，然而，Cry突

变体需要7天才能适应新的环境[42]。

周期 (period)、振幅 (amplitude)以及节律相位

(phase)是描述昼夜节律振荡特征的核心参数[1]。节

律相位指生物节律在周期中的特定时间点，例如，

入睡以及清晨醒来的时间点可视为睡眠-觉醒周期的

相位。在果蝇中，蓝光受体CRY通过多种机制调控

昼夜节律相位。首先，蓝光激活的CRY可与核心生

物钟蛋白TIM结合，促进其降解，从而破坏 PER-

TIM复合物的稳定性[43]。CRY也能直接调控节律神

经元的放电频率，且该过程不依赖于TIM [44]。果蝇

大脑中的腹侧神经元(lateral ventral neurons, LNvs)通

过释放神经多肽 PDF，调控神经元网络的同步性。

在夜间不同时间点激活LNvs，可诱导下游神经元中

TIM的降解，进而导致与光照刺激类似的昼夜节律

相位改变，表明节律神经元可通过细胞自主和神经

网络依赖的方式调控昼夜节律的相位[45]。值得注意

的是，CRY在不同节律神经元中的表达水平存在差

异，对夜间光照刺激的响应亦有所不同。例如，在

夜间早期施加光脉冲会导致E细胞中的TIM降解，

但不会影响M细胞中的TIM，这表明光照诱导的相

位变化依赖于生物钟神经元的类型以及光照施加的

时间点[46]。果蝇中的CRY除了作为光受体介导TIM

降解和昼夜节律相位以外，在某些组织或细胞中也

可以抑制下游基因的表达。例如CRY可以抑制糖酵

解相关基因的表达，从而降低乳酸积累和葡萄糖的

利用，这与CRY在哺乳动物中作为一个转录抑制因

子的功能是类似的[47]。最新的研究发现线粒体呼吸

链对CRY活性具有调控作用，抑制线粒体复合体 III

和V可阻止CRY介导的TIM降解，但对CRY的转

录抑制功能无显著的影响[48]。此外，cry01突变体具

有更高的食物摄入量和糖原浓度，果蝇寿命增加，

提示CRY在代谢调控中也具有重要的功能[49]。

55　　果蝇大脑侧向节律神经环路调控果蝇大脑侧向节律神经环路调控

近年来，果蝇节律神经元的环路调控研究已取

得了显著进展(图 2)。尽管果蝇大脑中的 l-LNvs和

s-LNvs各自仅由 8个神经元组成，但是它们对昼夜

节律调控至关重要。如前所述，神经多肽 PDF 在

l-LNvs 和 s-LNvs 中高度富集，PDF 缺失突变体

(pdf01)表现为无节律或具有短周期的弱行为节律[50]。

LNvs神经元缺失的果蝇表现出与 pdf突变果蝇完全

一致的行为表型，表明PDF是LNvs神经元调控节律

行为的主要输出信号[50]。在解剖结构上，l-LNvs主

要向果蝇的视叶投射，而 s-LNvs则主要投射到果蝇

的背侧脑区(图 2)。跨突触绿色荧光蛋白重构(green 

fluorescent protein reconstitution across synaptic 

partners, GRASP)技术和电子显微镜研究表明，s-

LNvs在背侧前脑区域与DN1ps和DN2s存在突触连

接[51, 52]。 l-LNvs 表达 γ - 氨基丁酸 (γ -aminobutyric 

acid, GABA) A 受体(GABAA受体) RDL (resistant to 

dieldrin)，能够促进果蝇觉醒[53]。s-LNvs 末端轴突

在果蝇大脑背侧的周期性重塑表现出明显的时间依

赖性：在黎明更为舒展，而在黄昏时更为收缩，此

过程依赖于PDF的表达以及 s-LNvs的活性[54]。最新

的研究结果显示，小鼠 SCN 中的血管活性肠肽

(vasoactive intestinal peptide, VIP)神经元具有类似的

舒展与收缩周期[55]，说明节律神经元周期性重塑在
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进化上是保守的。s-LNvs表达神经多肽 sNPF，能

够降低 l-LNvs的静息膜电位并抑制其动作电位的产

生，从而调控睡眠[56]。值得注意的是，s-LNvs还通

过释放 sNPF抑制PTTH (prothoracicotropic hormone)

神经元的活性，从而调控果蝇成虫的羽化[57]，这一

过程涉及多个受体酪氨酸激酶的参与[58]。此外，

s-LNvs可合成并释放经典抑制性神经递质甘氨酸。

在成虫阶段，用RNA干扰(RNA interference, RNAi)

技术下调LNvs神经元中的甘氨酸转运蛋白或甘氨

酸合成酶可导致果蝇的昼夜节律周期延长近1 h [59]。

5th-LNv不表达PDF，它在神经连接模式、神经

肽表达和细胞解剖特征上，与表达 CRY 的三个

LNds更为相似[60]。LNds被认为至少具有三种不同

的类型，即E1、E2和E3。具体而言，E1神经元由

两个表达神经肽Trissin和 sNPF的LNds组成；E2神

经元包括1个表达 ITP的LNd和5th-LNv；E3神经元

包括3个不表达CRY的LNds，而其中两个神经元表

达NPF神经肽[61]。值得注意的是，LNds具有雌雄二

态性，NPF在雄性果蝇的LNds中表达量更高，可

能参与了果蝇的交配行为[61, 62]。表达 CRY 的 LNds

同时表达PDFR [63]，表明不同类型LNds对PDF具有

不同的敏感性。研究表明，E1神经元促进果蝇从觉

醒到睡眠行为的转换，E2神经元则行使经典的E细

胞功能，主要调控果蝇在傍晚的活动高峰[64]。此

外，E2 LNds 高表达多巴胺受体 Dop1R1，敲除

Dop1R1后，果蝇的晨间活动显著降低，表明多巴

胺可通过LNds调节昼夜节律[65]。LNds的突触后电

位在昼夜之间呈周期性变化，敲低Tob基因表达后

会削弱这一节律性变化并影响果蝇在夜间的入睡时

间[66]。尽管 s-LNvs和LNds分别调控果蝇在早晨和

黄昏时的活动，但是二者之间几乎不存在直接突触

连接[67]。此外，研究显示，LNs可投射至多巴胺能

PPM3神经元，并进一步调控EB (ellipsoid body)神

经元的活性，提示节律神经元可能通过特定多巴胺

能神经元调节行为运动[68]。

在果蝇大脑的每个半球中均有三个LPNs，这些

神经元可节律性地表达 AstA (allatostatin A)、AstC 

(allatostatin C)和DH31 (diuretic hormone 31)。其中，

AstA的表达主要与睡眠调节相关，通过与谷氨酸共

同作用于dFB (dorsal fan-shaped body)神经元促进睡

眠[69]，并调节代谢与进食行为[70]。LPNs 还共表达

PDFR，并可被 s-LNvs释放的PDF激活，从而调控

昼夜节律[71]。此外，LPNs中的分子时钟与温度周期

高度同步[72]。LPNs位于温度敏感前部细胞(anterior 

图 2. 果蝇大脑中节律神经元的主要环路

Fig. 2. Principal neural circuits of rhythmic neurons in the brain of Drosophila. l-LNvs, large ventrolateral neurons; s-LNvs, small 

ventrolateral neurons; 5th-LNv, 5th small ventrolateral neuron; LNds, dorsolateral neurons; LPNs, posterior lateral neurons; DN1as, 

dorsal neurons 1 anterior; DN1ps, dorsal neurons 1 posterior; DN2s, dorsal neurons 2; DN3s, dorsal neurons 3; PI, pars intercerebra‐

lis; PTTH, prothoracicotropic hormone; TuBu, Tubulet-to-Bulb; CLs, claw neurons; CNMa, CNMamide; AstC, allatostatin C; ACs, 

anterior cells.

632



许午言等：果蝇昼夜节律的分子机制与神经环路研究进展

cells, ACs)下游，并通过AstC抑制LNds活性，以促

进果蝇睡眠[73, 74]。

66　　果蝇大脑背侧节律神经环路调控果蝇大脑背侧节律神经环路调控

在果蝇大脑的每个半球中，昼夜节律神经元包

括两个DN2和两个DN1a神经元。在幼虫阶段DN2

神经元即表现出PER蛋白的周期性表达，但其相位

与其他节律神经元相反[75]。DN2神经元的内在分子

时钟可被温度调节，并主要参与果蝇的温度偏好节

律，即果蝇在一天中不同时间点趋向于选择不同的

环境温度[76]。此外，果蝇大脑中的ACs表达温度敏

感的受体 TRPA1，ACs 投射至 s-LNvs，再连接到

DN2s，从而调控温度偏好[77]。DN1as 表达神经肽

CCHamide1、 IPNa (ion transport peptide-like 

neuropeptide A)以及谷氨酸[78]，但其对昼夜节律周

期的影响较小[79]。研究表明，DN1as是果蝇节律神

经元中对温度最敏感的神经元，其中，DN1a-LNd

回路通过响应寒冷温度调节傍晚的运动高峰，而

DN1a-DN3回路则控制温暖温度诱导的夜间睡眠减

少[80, 81]。DN1as与LNvs在神经形态和功能上紧密连

接，它们通过周期性的神经末端轴突重塑调控果蝇

在不同时间点对光照的惊觉反应[82]。

在果蝇每个半球中，DN1p数量有 15个，其功

能高度异质化，既包括促进睡眠的神经元，也包括

抑制睡眠的亚群。其中，部分 DN1p 神经元表达

PDFR，并可部分恢复Pdfr突变体的行为表型，表

明 DN1p 神经元是 LNvs 的直接靶标。前部投射的

DNs (APDNs)通过结节球状神经元(TuBus)向睡眠稳

态调控中心 EB 传递信号，从而调控睡眠[83, 84]。

DN1ps通过多条通路调控睡眠：一方面，它通过释

放谷氨酸抑制侧向节律神经元的活性，另一方面，

它投射至DN3神经元，这些DN3神经元又与一些下

游爪状神经元(claw neurons, CLs)连接，形成DN1p-

DN3-CL环路以促进睡眠[52, 85]。此外，DN1p神经元

接收来自 s-LNvs的输入，并将昼夜信息传递给促觉

醒的脑间区(C)神经元[86]。DN1p的活性与温度也密

切相关[52, 87]。在持续黑暗条件下的温度周期中，

DN1p 神经元能够促进果蝇在傍晚的活动高峰[88]。

例如，ACs与部分DN1p神经元形成突触连接，通

过释放神经多肽CNMamide (CNMa)抑制表达Dh44

的PI (pars intercerebralis)神经元，从而促进觉醒[89]。

研究表明，DN1p神经元的放电模式受到了昼夜节

律的调控，不同时间点的放电模式可独立于放电频

率变化。例如，仅白天的放电模式便足以诱导下游

觉醒神经元的可塑性，从而增强其放电活动，揭示

了时间编码在行为调控中的因果作用[90]。此外，

DN1ps还存在性别特异性的调控机制，研究表明，

编码求偶驱动力的P1神经元可与 fruM阳性的DN1ps

形成连接，从而抑制雄性果蝇的睡眠[91]。

相较其他节律神经元，DN3s占比最高，但目

前针对DN3s的功能研究尚不充分。DN3s高度异质

化，不仅在大小和形态上存在差异，基因表达特征

亦不同，可进一步细分为 l-CPDN3、s-CPDN3 和

APDN3等亚群[92, 93]。最新研究表明，在果蝇大脑每

个半球中，DN3s的数量超过 70个，部分对PDF信

号具有响应性[94]。表达AstC的DN3s参与调控果蝇

的冷诱导休眠，进一步揭示其在温度相关行为中的

作用[95]。此外，s-CPDN3已被证明具有促进睡眠的

功能[83]。

近年来，果蝇大脑连接组解析为揭示节律神经

环路的结构和功能提供了重要的基础[96]。高分辨率

全脑神经连接图谱能够系统解析果蝇节律神经元网

络的突触连接模式，并揭示其在协调进食、生殖等

昼夜节律行为中的作用[71]。未来，结合连接组学数

据、光遗传学以及钙成像等功能研究，有望进一步

解析果蝇昼夜节律神经元网络的精细调控机制。

77　　节律神经元的基因表达异质性节律神经元的基因表达异质性

节律神经元在细胞形态与功能上高度特异，其

神经元活性、分子特征和调控机制因不同的神经元

亚型而存在显著差异。尽管不同的节律神经元具有

相对同步的核心生物钟基因表达，但是它们却具有

不同的神经元活动周期[97, 98]，提示核心生物钟通过

细胞特异的基因表达调控周期性生理活动。Rosbash

等对果蝇的 l-LNvs和 s-LNvs进行了纯化和基因芯片

分析，发现两者在转录水平上具有巨大差异，尽管

l-LNvs 和 s-LNvs 均表达神经多肽 PDF，但是仅约

50%的基因在两类细胞中是共同表达的，而另一半

基因呈现亚型特异性，例如章鱼胺受体mRNA在 l-

LNvs中选择性富集，且仅 l-LNvs对章鱼胺产生响

应，而 s-LNvs 中特异性表达神经多肽 sNPF [99, 100]。

进一步的时序转录组分析显示，LNvs、LNds以及

DN1ps等不同节律神经元群体在不同时间点的基因

表达谱存在动态变化，尤其是周期性基因的表达模

式及mRNA的可变剪切在不同神经元类型中呈现高

度特异性，这些细胞特异的周期性表达基因可能在
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调控不同节律行为方面发挥关键作用[101, 102]。然而，

核心生物钟蛋白如何介导这一细胞特异性的基因调

控网络仍有待深入研究。

近年来，单细胞转录组测序(scRNA-seq)技术的

发展极大地推进了昼夜节律及其对睡眠-觉醒调控的

研究[16, 93]。对果蝇成年大脑神经元展开单细胞转录

组研究仍具有非常大的挑战，主要由于：首先，果

蝇大脑中的神经元在功能上高度特异且不同类别神

经元数目少，从复杂大脑中分离出功能特异的神经

元并进行单细胞转录组非常困难；其次，果蝇神经

元中RNA含量极低，因此检测灵敏度至关重要[93]。

研究表明，在基于384孔板的单细胞RNA测序

技术基础上通过两次体外转录的方法对mRNA进行

线性扩增，实现了对复杂大脑中极少量神经元进行

高保真、高灵敏度的基因表达研究[103]。Clk856-

GAL4标记了果蝇的大部分节律神经元(约 45个细

胞，除大部分DN3节律神经元)，通过对它们进行

多个时间点的单细胞转录组研究，结合免疫组化等

多种实验方法，最终鉴定出了17种具有特异基因表

达的节律神经元亚型[93]。该研究首次揭示了果蝇节

律神经元中显著的基因表达异质性，极大地拓展了

人们对生物节律调控机制的认识。

如上所述，DN3s在果蝇大脑节律神经元中占

比最高，但其功能尚未被深入研究。主要的限制因

素是领域内缺乏有效的遗传工具对其进行特异性的

标记与操控。最新的研究中，学者们通过遗传学筛

选获得了特异标记DN3s的遗传品系，在此基础上，

通过对所有节律神经元在一天中多个时间点的单细

胞转录组研究，最终从 250个节律神经元中识别出

至少27种分子特征不同的节律神经元亚型[93, 104]，揭

示了昼夜节律系统内更加精细的分子调控模式(图3)。

例如，单细胞转录组分析将6个LNds进一步划分为

4种不同的分子亚型，提示其可能执行不同的节律

功能。同样，3个LPNs也被区分为 2种不同的细胞

图 3. 果蝇大脑中节律神经元的基因表达异质性。A、B：果蝇节律神经元的主要细胞亚型。C：与基因表达分析结果类似，

后侧神经元(LPNs)展现出不同的投射形态。

Fig. 3. Gene expression heterogeneity in rhythmic neurons within the brain of Drosophila. A, B: Principal cellular subtypes of rhyth‐

mic neurons. C: Parallel to gene expression profiling, posterior lateral neurons (LPNs) exhibit distinct projection patterns. The full 

forms of abbreviations were listed in the legend of Fig. 2. Reproduced from reference [104].
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亚型，表明这些神经元的功能可能比此前认识的更

加复杂。进一步结合果蝇大脑连接组(connectome)

的分析发现，节律神经元的基因表达异质性与其神

经投射形态和连接模式高度吻合，这表明基因表达

特征可能决定了神经元在节律环路中的具体功能和

作用方式。此外，单细胞转录组数据还揭示了昼夜

节律神经元的动态转录变化，例如核心节律基因、

神经肽以及下游效应基因的表达水平在昼夜节律周

期内呈现时序性波动。这种时间依赖性的转录调控

机制可能是昼夜节律系统精确控制行为节律和生理

过程的关键[104]。

果蝇节律神经元的单细胞基因表达研究揭示了

节律神经元具有极高的基因表达异质性，由此衍生

出两个关键的科学问题：首先，高度特异的基因表

达是果蝇大脑节律神经元特性还是果蝇大脑神经元

共有的特征；其次，对于昼夜节律调控而言，哺乳

动物节律神经元是否也具有类似的基因表达异质

性。多巴胺能神经元广泛参与了睡眠、学习以及记

忆等不同行为的调控[105‒108]。对果蝇大脑中节律神

经元和多巴胺能神经元的比较研究显示，多巴胺能

神经元具有类似的基因表达异质性，但是多巴胺能

神经元中只有极少的周期性表达基因，进一步说明

节律神经元中的钟控基因对周期性生理活动和行为

调控的重要性[109]。位于哺乳动物大脑中的 SCN是

调控昼夜节律的关键脑区。小鼠大脑中的SCN由约

2万个细胞组成，这些神经元可根据神经多肽的表

达，进一步分类为共表达神经肽的不同亚型，SCN

可分为 Shell和Core两个亚区。Shell主要由表达精

氨酸加压素(arginine vasopressin, AVP)的GABA能神

经元组成，而 Core 包含表达 VIP 及胃泌素释放肽

(gastrin releasing peptide, GRP)的 GABA 能神经元。

哺乳动物单细胞转录组研究结果显示，SCN中至少

具有 8种不同的细胞亚型，且每一种细胞亚型都具

有不同模式的昼夜节律基因表达。根据标记基因的

表达模式，SCN神经元可以被区分为至少 5种不同

的亚型，它们在分泌神经递质、对光信号的响应以

及调控下游昼夜节律网络方面具有不同的功

能[110‒112]。目前，对于小鼠 SCN和果蝇节律神经元

基因表达异质性差异的原因尚不明确，可能由于小

鼠SCN神经元具有更高的功能冗余性从而获得更好

的稳定性，而果蝇作为相对低等的模式生物，不同

神经元需要行使不同的生理功能，例如果蝇节律神

经元直接参与睡眠调控，而小鼠SCN则通过下游神

经元回路调控睡眠等周期性行为。

88　　总结与展望总结与展望

回顾过去半个多世纪的研究历程，果蝇作为遗

传学和神经生物学研究的经典模式生物，在解析昼

夜节律调控机制方面发挥了不可替代的作用。利用

果蝇强大的遗传工具，研究者们系统揭示了核心生

物钟的分子基础，并通过与小鼠等模式生物的比较

研究，发现了高度保守的节律基因，提出了TTFL

这一经典概念。这些研究不仅奠定了昼夜节律生物

学的核心理论框架，还推动了对神经环路水平的深

入探索，揭示了生物钟如何通过神经环路调控行为

和生理节律。领域内仍存在诸多未解之谜，值得深

入探索。例如，核心生物钟如何在不同细胞和组织

中精准调控钟控基因的表达？组织特异性的生物钟

如何调节下游的生理功能，如代谢、免疫和神经活

动？这些问题不仅涉及基础科学，还与多种疾病的

发病机制密切相关。不同模式生物的昼夜节律比较

研究不仅有助于揭示节律调控的进化保守性与特异

性，也为人类疾病研究提供了重要的理论依据。

随着空间转录组、单细胞多组学和人工智能建

模等新兴技术的快速发展，神经环路在时空维度上

的功能解析正迈入更高分辨率的阶段。这些技术不

仅能够揭示不同细胞类型在昼夜节律调控中的精细

分工，也有助于构建更为精准的神经网络动态模

型，从而推动睡眠-觉醒节律及其异常机制的系统性

理解。在临床应用方面，“时间医学”理念逐渐显

现出重要价值。最新的研究结果首次证实，造血干

细胞输注的昼夜节律时间会影响急性移植物抗宿主

病 (acute graft-versus-host disease, aGVHD)的发生，

将造血干细胞移植时间调整至白天较早时段能大幅

降低患者术后发生 aGVHD的风险，显著提升患者

长期生存率[113]。此外，有研究表明，“生物钟-缺氧

信号”之间的互作机制是心肌损伤昼夜节律差异的

分子基础[114]。未来，结合分子节律特征与个体行为

数据的时序干预策略，有望为多种疾病的精准治疗

提供新的解决方案，推动昼夜节律研究向临床转化

迈进。
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