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生物钟在肿瘤中的研究进展
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　　哺乳动物细胞具有自发的分子钟来调控很多生物化学反

应的周期，因此对周围环境因素的刺激包括遗传毒性因素发生

反应。这个分子钟由一个自动调整的转录翻译反馈回路组

成，包括４种基因／蛋白质：ＢＭａｌ１，Ｃｌｏｃｋ，Ｃｒｙｐｔｏｃｈｒｏｍｅ和Ｐｅ

ｒｉｏｄ。生物钟本质的周期是２４ｈ，它指挥着很多生化反应的进

度。最近，越来越多的研究表明生物钟在在肿瘤的发生发展过

程中发挥作用，对肿瘤的治疗具有重要的指导意义。

１　生物钟的结构及其分子机制

生物钟是细胞自发产生和维持的，它不依赖于外界因素维

持着时间节律性。然而，细胞自发产生的生物钟在哺乳动物的

外周器官的同步性是依赖于大脑中的管家钟通过神经和体液

来调节的。管家钟位于视交叉上核，它的基本分子结构和外周

器官的生物钟是一样的，所不同的是，它可以发出信号，这样就

可以使所有的生物钟同步化。

在分子水平，生物钟由４种基因／蛋白质组成一个转录翻

译负反馈回路：Ｃｌｏｃｋ，ＢＭａｌ１，Ｃｒｙｓ和 Ｐｅｒｓ。Ｃｌｏｃｋ和 ＢＭａｌ１

是转录激活因子，他们共同形成异源二聚体结合到Ｃｒｙ和Ｐｅｒ

基因的启动子上从而激活它们的转录。反过来，Ｃｒｙ和Ｐｅｒ基

因，形成二聚体或高阶复合体，通过一段时间进入到细胞核内，

抑制ＣｌｏｃｋＢＭａｌ１的转录活性。ＣｌｏｃｋＢＭａｌ１还可以控制大约

１０％的基因转录，引起他们的节律性表达，称这些基因为节律

控制基因，其编码的蛋白不直接参与上述的转录翻译负反馈回

路［１］。然而，核心的节律加上附加的转录回路以及翻译后修饰

共同保证更广阔和高精度的节律调节。

２　生物钟和细胞凋亡

生物昼夜节律的基本分子机制就是生物钟基因及其蛋白

产物构成的自主调节的转录翻译反馈回路，钟基因Ｃｌｏｃｋ或

者ＮＰＡＳ２与Ｂｍａｌ１形成Ｃｌｏｃｋ／Ｂｍａｌ１，ＮＰＡＳ２：ＢＭＡＬ１异

二聚体，通过与Ｃｒｙ，Ｐｅｒ和ＲｅＥｒｂ基因启动子部位的ｅ盒结

合，激活这些基因的转录。这个蛋白二聚体同样负向调节细胞

的凋亡。大量的研究充分证明了肿瘤发生发展与细胞凋亡状

态密切相关，凋亡受到抑制时细胞大量增殖，使肿瘤发生、发

展、复发，也可使肿瘤产生化疗耐药。

细胞凋亡的信号通路主要分为死亡受体和线粒体／细胞色

素Ｃ介导的信号通路。最近有研究表明生物钟可以调节

ＴＮＦα的合成从而参与了死亡受体通路的凋亡
［２］。此外，

ＴＮＦα还参与了炎性反应，在Ｃｒｙ１／Ｃｒｙ２／双敲基因小鼠中

过表达ＴＮＦα使其对炎症刺激更加敏感并且显示类风湿样的

症状［３］。抑癌基因ｐ５３在线粒体通路的凋亡中发挥重要作用，

ｐ５３作为一个抑癌基因在很大程度上是由于ｐ５３在癌转化的

细胞中可以上调促凋亡蛋白Ｂａｘ和Ｂａｋ的表达从而诱导细胞

凋亡。生物钟和ｐ５３也有直接的关系：ＢＭａｌ１可以上调ｐ５３表

达［４］，而Ｃｒｙ可以下调ｐ５３表达
［５］，然而由于很多因素参与了

ｐ５３表达的调节使其没有稳定的昼夜节律性。生物钟ｐ５３凋

亡的关系是很复杂的，下调ｐ５３可以减低昼夜节律的振幅
［６］，

但是ｐ５３基因突变小鼠却显示正常的昼夜节律性。特别的是，

ｐ５３／Ｃｒｙ１／Ｃｒｙ２／比ｐ５３／的成纤维细胞对遗传毒物诱导

的凋亡更加敏感，暗示了在ｐ５３敲除的背景下，Ｃｒｙ可以负调
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控不依赖于ｐ５３的凋亡通路
［５］。另有研究表明昼夜节律调控

可以通过节律性表达抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２以及促凋亡蛋白Ｂａｘ

来调控凋亡［７］。

３　生物钟和肿瘤发生

机体通过近日节律调控原癌基因、抑癌基因及凋亡基因的

表达，对肿瘤发生具有直接或间接的作用，一旦生物钟基因表

达异常引发节律改变即可促使肿瘤生长或患癌风险增加。研

究表明，在电离辐射诱导下，Ｐｅｒ２突变型小鼠比野生型的小鼠

１０倍高的几率更容易产生淋巴瘤，主要是由于癌基因ｃｍｙｃ

的表达上调和抑癌基因ｐ５３的表达下调，因此降低了突变型小

鼠中变异细胞的凋亡。在Ｐｅｒ２敲基因小鼠中短暂表达一些细

胞周期调节和抑癌基因，例如ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ＣｙｃｌｉｎＡ，ｃＭｙｃ，

Ｍｄｍ２和 Ｇａｄｄ４５α会解除这种情况
［８］。然而，Ｃｒｙ基因在节

律，凋亡和肿瘤转化中的作用比较复杂。Ｃｒｙ１／Ｃｒｙ２／小鼠

（缺乏生物钟）与野生型小鼠相比无论自发性还是电离辐射诱

导的肿瘤的几率都没有差别［９］。ｐ５３基因突变容易诱发肿瘤，

预期Ｃｒｙ和ｐ５３联合突变的小鼠其肿瘤发生的几率会明显增

加，然而研究发现：Ｃｒｙ基因突变可以保护ｐ５３基因突变导致

的肿瘤发生，并且延长小鼠的生存周期［５］。关于 Ｃｌｏｃｋ 或

ＢＭａｌ１基因突变小鼠的研究更加证实了生物钟本身的破坏不

能使肿瘤容易发生。即使Ｃｌｏｃｋ基因突变小鼠与野生型小鼠

相比，对环磷酰胺的治疗更加敏感（可能是由于对Ｂ淋巴细胞

的毒性增强），就肿瘤的自发和电离辐射诱导的肿瘤发生率而

言，Ｃｌｏｃｋ基因突变小鼠与野生型小鼠没有明显的差别
［１０］。同

样的，ＢＭａｌ１基因突变对小鼠的肿瘤发生率没有影响，而是呈

现过早衰老的状态，可能由于反应性活性氧的产生增多和慢性

的氧化应激［１１］。

４　生物钟和血液肿瘤

生物钟基因在不同的小鼠和人类造血系统包括干／组细胞

中暂时表达，然后在发育过程中被调节。另外，和其他组织相

似，昼夜节律器官和生物钟特异性蛋白同样调节造血细胞周期

和凋亡通路［７］。血细胞生成同样不能逃脱生物节律的调节。

生物节律调节对正常血细胞生成非常重要，昼夜节律紊乱和造

血系统肿瘤相关。

Ｐｅｒ２敲除的基因小鼠一直放在黑暗的环境中会丧失节

律，Ｐｅｒ２敲除的基因小鼠更易于发生肿瘤，在射线作用下，这

些小鼠与野生小鼠相比发生淋巴瘤的几率增加１０倍
［８］。分析

患者原始样本显示Ｐｅｒ基因在多种类型的白血病和淋巴瘤中

表达下调。例如，ｐｅｒ基因在ＣＭＬ患者的外周血比正常人的

表达降低。此外，在ＣＭＬ患者中经常发现ｐｅｒ２和ｐｅｒ３启动

子的ＣｐＧ发生甲基化，在原始细胞危象的患者中ｐｅｒ３甲基化

的频率比在慢性期的患者中明显要高［１２］。研究大量白血病和

淋巴瘤患者以及正常对照骨髓和扁桃体中ｐｅｒ２的表达显示，

ｐｅｒ２的表达在ＡＭＬ和ＤＬＢＣＬ中表达明显下调
［１３］。生物钟

基因的遗传变异表型和ＮＨＬ的危险度相关，研究提出晚上工

作的人发生ＮＨＬ的危险度增加。体外细胞培养实验表明在

人类和小鼠ＡＭＬ和前Ｂ淋巴细胞中强迫表达ｐｅｒ２可以引起

细胞生长抑制，细胞周期阻滞，凋亡和丧失克隆能力［１４］。

５　生物钟和肿瘤治疗

尽管生物钟可能没有直接参与肿瘤的发生，由于无论是恶

性肿瘤细胞还是机体正常细胞的代谢活动，在昼夜中均有明显

的时间位相差异，某些抗癌药物的药代动力学参数也随着给药

时间位相的不同而发生波动，已经证实，机体对大约３０余种抗

癌药物的耐受性或疗效随昼夜节律的改变而波动，波动范围可

达５０％以上
［１５］。化疗是在容许一定范围的副作用下，在特定

的时间内给予抗肿瘤药物使患者有更好的预后。具有遗传毒

性的药物如顺铂对肿瘤细胞的作用是确切的，除了药物代谢动

力学和药效学，对ＤＮＡ损伤的细胞应答包括ＤＮＡ修复，ＤＮＡ

损伤检查点和细胞凋亡。由于这些应答在不同程度上受生物

钟的控制，根据人体的生物节律用药治疗肿瘤（即时间化疗）具

有显著的科学性。

事实上，一些小规模临床试验证明时间化疗法确实具有戏

剧性的疗效［１６］。然而，大规模临床试验表明时间疗法作用不

大［１７］，可能是由于过去的临床试验是完全根据经验的。切除

修复的昼夜摆动对顺铂时间疗法具有指导意义。在小鼠的器

官中，除了睾丸之外，顺铂加合物的切除修复在下午５点达到

顶点，在上午５点为最低点。因此，在上午５点使顺铂ＤＮＡ

加合物的形成达到最大限度可以使顺铂对小鼠肿瘤的治疗更

为有效［１８］。此外，研究表明腹膜内注射单剂量顺铂１ｈ之后，

在小鼠的肝脏和其他主要的器官除了大脑达到最大浓度。因

此，忽略可能影响药物细胞毒性的其他因素，上午５点用顺铂

治疗小鼠肿瘤是最佳时间。因为昼夜节律基因表达和人类生

理性节奏和夜行的小鼠有１２ｈ的差别，因此对人类肿瘤除了

睾丸肿瘤的治疗在下午５点的时候给药能得到最理想的效果。

确实有研究表明用顺铂治疗卵巢癌在下午６点给药比上午６

点给药更为有效［１９］。然而，这一发现并未被后来的研究所证

实。因此，要搞清楚肿瘤和正常组织的昼夜节律周期可以使时

间疗法更为完美，成为一个标准的肿瘤治疗方法。

６　展　　望

人体内在的生理活动，细胞的新陈代谢和增殖分化均表现

出２４ｈ的节律性，癌细胞也同样遵循这个规律。生物钟基因

可以通过调控癌基因、抑癌基因、细胞凋亡通路及转录因子来

调控细胞凋亡，多方面参与了肿瘤的发生和发展。尽管动物实

验表明生物钟基因可能并没有直接参与肿瘤的发生，基于生物

钟为基础的时间疗法对肿瘤的治疗有一定的疗效［２０２５］。进一步

了解肿瘤与昼夜节律、生物钟基因间的关系，为临床应用肿瘤的

时间治疗，即协调生物节律与药物治疗提供了理论依据，指导临

床选择放化疗治疗肿瘤的最佳时期，优化肿瘤治疗方案。
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应对干式法检测血浆样品ＡＬＴ的影响。

从图１可知，检测血清 ＡＬＴ时，Ｒｅｆｌｏｔｒｏｎ快速干式生化

分析仪和罗氏ＣｏｂａｓＰ８００全自动生化分析仪的检测结果，在

６～１２３Ｕ／Ｌ的浓度范围内具有良好的线性关系，４０Ｕ／Ｌ水平

浓度处估算的ＳＥ远远小于允许误差的１／２，说明检测血清样

品时，罗氏干式法和全自动生化分析的 ＡＬＴ检测值具有可比

性；而抗凝血浆的检测值，随着浓度变高，其偏倚越大，大部分

检测超出了Ｙ估计回归值９５％可信区间的下限，说明ＥＤＴＡ

Ｋ２ 抗凝标本使用Ｒｅｆｌｏｔｒｏｎ快速干式生化分析仪检测时具有

明显的基质效应；由基质效应产生的系统误差在４０Ｕ／Ｌ水平

浓度不可接受。

ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂引入基质效应的原因可能是ＥＤＴＡＫ２

为常用螯合剂，具有较强的络合金属离子的作用。而干式化学

法检测ＡＬＴ的原理是丙酮酸氧化酶法，在丙酮酸氧化酶法中

的第２步酶促反应所用催化剂丙酮酸氧化酶，其分子需结合黄

素腺嘌呤二核苷酸、焦磷酸硫胺素及２价金属离子（如 Ｍｇ
２＋）

等辅酶或辅基构成全酶方可表现催化活性。当 ＥＤＴＡ 与

Ｍｇ
２＋络合形成螯合物后丙酮酸氧化酶活性便会随之降低，故

而对被测物检测产生干扰。笔者认为，使用Ｒｅｆｌｏｔｒｏｎ快速干

式生化分析仪检测ＡＬＴ时，理想情况下，尽量采用血清标本；

但从实际工作角度，选用ＥＤＴＡＫ２ 抗凝标本也是可以的，从

图１可看出，尽管抗凝剂引入的基质效应带来不可接受的系统

误差，但其误差呈良好的线性关系，可以根据回归式进行校正。
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