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摘要 粗糙脉孢菌是一种重要的模式生物，在遗传调节机制、昼夜节律运行以及真菌光应答反应研究中起重要的作用．本综

述主要介绍粗糙脉孢菌光受体WC-1和 VVD的结构与功能，以及它们参与调节昼夜节律和光适应机制方面的研究进展．在
该真菌中，所有已知的光应答反应都受蓝光调节，由光受体WC-1和 VVD介导．WC-1是该真菌的转录因子，介导最初的光
反应过程，产生 VVD等多种光反应蛋白，而 VVD通过负反馈机制抑制WC-1的转录作用．此外，vvd基因已经用于构建在
哺乳动物中表达的光调节基因元件．
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光对地球上的生命极其重要，植物的光合作用

构成了生态系统的基础，并决定了大气的组成成

分．对于大多数的生物来说，光还具有调节生物发

育、代谢、神经活动、昼夜节律运行等重要作用[1].
模式生物粗糙脉孢菌(Neurospora crassa)是一种

丝状真菌，属子囊菌纲，国内曾用名为红色面包

酶．该真菌生长快速、遗传操作容易、研究历史悠

久，是一种重要的模式生物．由于其子囊中的子囊

孢子黑白相间有序排列，粗糙脉孢菌是验证孟德尔

第三遗传规律的经典实验材料．该真菌的全基因组

已经测序完成，共有 1 万个编码蛋白的基因 [2]．

1941年，Beadle和 Tatum通过研究粗糙脉孢菌的
突变体，提出了著名的“一个基因决定一种酶”的

假说[3]，从而荣获 1958年诺贝尔生理学和医学奖.
到目前为止，所有在粗糙脉孢菌中发现的光应

答反应都由蓝光诱导，通过蓝光受体 WC-1 和
VVD所介导，这些受体调节光反应的基本过程已
经研究清楚．此外，利用 VVD的特性所构建的基
因调节元件，成功地诱导哺乳动物胰岛素的表达[4].
这些研究充分展示了基础研究成果具有不可预知的

应用潜力，因为这是意想不到的应用成果．本文主

要介绍粗糙脉孢菌光受体WC-1和 VVD的结构与

功能，以及它们参与调节昼夜节律和光适应机制方

面的研究进展．

1 光受体WC鄄1 蛋白
1援1 第一个发现和确认的真菌光受体

真菌是生物的一大门类，属于腐生生物．部分

真菌能在光照下迅速生长，推测可能存在与植物类

似的光受体，但一直以来缺乏直接的分子证据，该

问题导致真菌是否存在光受体的争论持续了 40多
年．在粗糙脉孢菌中，所有光诱导的形态发生仅受

蓝光激发．在蓝光照射下，粗糙脉孢菌实现菌丝体

类胡萝卜素的合成、促进分生孢子的形成以及原子

囊壳的发育等功能．在该真菌中，存在着一种被称

为 重复 序列 诱导点 突变 (repeat-induced point
mutation, RIP)的特有遗传突变现象．当将相关的基
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因转化到含有该基因的粗糙脉孢菌中，减数分裂后

会导致引入基因和自身基因的共同沉默．利用 RIP
技术，得到了缺失光反应能力的突变体 white
collar-1(WC-1)和 white collar-2(WC-2)[5]．

1996年，意大利Macino实验室利用上述突变
体成功地克隆了 wc-1基因，该基因编码 1 154个
氨基酸，分子质量为 125 ku．序列分析表明：wc-1
编码的蛋白质 (WC-1)是一个具有核定位序列
(KKKRK)的可溶性蛋白质，C端具有一个锌指型
DNA 结合结构域(C-X2-C-X18-C-X2-C)，而 N 端
具有一个多 Q 序列．另外，WC-1 具有 3个 PAS
(Per-Arnt-Sim)结构域，用于与其他蛋白的结合，
其中最靠近 N 端的 PAS 结构域，又称为 LOV
(light，oxygen or voltage)结构域[6]． Macino实验室
的另一项成果是克隆了 wc-2 基因，该基因编
码 WC-1的结合分子 WC-2，WC-2具有一个 PAS
结构域和锌指型转录激活结构域，分子质量为

67 ku[7]． WC-1和WC-2通过 PAS结构域，形成活
性转录复合体 (white collar-1 (WC-1)/white collar-2
(WC-2)-containing complex, WCC)．WC-2 是 WCC
结合 DNA和转录激活所必需的，在 WC-2不存在
的情况下WC-1不能结合 DNA[8]．

但WC-1是否为光受体，仍然缺乏直接的实验
证据．作为一个光受体，最重要的依据是能结合小

分子发色团(chromophore)，通过该化学物质将光信
号转变为生化反应信号．根据植物光受体的研究经

验，在大肠杆菌中异源表达的光受体基因，均能从

蛋白质中检测到发色团．大肠杆菌或昆虫细胞表达

的WC-1并不能结合发色团(何琪杨未发表的研究
结果)，让人质疑WC-1作为光受体的可能性．
何琪杨等[9]通过定点突变去除WC-1中的 LOV

结构域，致使WC-1突变体丧失了光反应，从而证
实WC-1确实参与了光反应过程．为了进一步证实
WC-1为光受体，何琪杨等使用了另一条全新的研
究路线：在 WC-2蛋白两端分别连接上 myc 和多
组氨酸标签，转染到 wc-2突变体中，通过从粗糙
脉孢菌内分离 WCC，证实了WC-1含有核黄素类
发色团(flavin adenine dinucleotide，FAD)[9]．另外，

达特茅斯医学院的 Dunlap研究团队显示：体外表
达的WCC，只有加入 FAD后才具有明显的转录活
性[10]．这 2项研究直接证明了WC-1确实起到光受
体的功能．

1援2 WC鄄1调节昼夜节律和光应答反应的机制
在粗糙脉孢菌内，WC-1和WC-2形成具有转

录活性的WCC复合体．该复合体一方面激活昼夜
钟核心分子 FRQ(frequency)的表达，另一方面在光
照的条件下，控制光调节基因的表达．可以说

WC-1是自然界最为奇特的分子，光信号转导通路
只由一种分子负责．通过蛋白质谱测定法，何琪杨

等[11]从WC-1的 C端鉴定出 5个磷酸化位点，这些
位点与WC-1的光反应无关．缺失该 5个磷酸化位
点的突变体，其昼夜节律时相明显缩短，表明这些

位点的作用是精确控制昼夜钟的运行．磷酸酶 PP4
通过使WC-1去磷酸化而恢复 WCC的活性[12]，从

另一个方面说明磷酸化在调节WC-1功能中的重要
作用．通过分析光反应 al-3基因启动子的表观遗传
修饰，可以观察到组蛋白 H3 的 Lys14位乙酰化，
该过程依赖于WC-1[13]．

何琪杨等[14]对WC-1的光反应机制进行了动态
研究．利用凝胶迁移分析技术发现，在黑暗条件分

离的 WCC 与光照条件下的明显不同，光照后，
WCC的迁移率明显下降，称为大分子 L-WCC．将
这些受短时光照激活的 WCC 重新放在黑暗条件
下，即使达到 4 h，迁移率也没有改变，表明WCC
不能循环使用．在光照条件下，使用染色质免疫沉

淀分析发现，WCC迅速与相关启动子结合，5 min
达到最大值，然后结合数量逐步下降．接受光照

10～45 min，WC-1蛋白出现高度磷酸化．使用磷
酸酶处理去除WC-1的磷酸化，可以观察到与相关
基因启动子的结合明显增加，从而证实了光照后的

L-WCC是由于磷酸化而影响其结合能力[14]．

2 粗糙脉孢菌光受体 VVD
2援1 光受体 VVD的生化特征
在粗糙脉孢菌中，最明显的光应答效应是类胡

萝卜素的生物合成,由受光诱导基因 al-1、al-2与
al-3所介导．在黑暗条件下，菌丝体中仅检测到微
量的类胡萝卜素，呈现白色表型．接受光照后，粗

糙脉孢菌中所有与类胡萝卜素合成的基因迅速表

达，合成类胡萝卜素，菌丝体呈现浅黄色表型．通

过筛选得到一种光调节缺陷的突变株，表现出非常

鲜艳的橙黄色，命名为 VVD(vivid)．通过染色体
步移法从该突变株中分离到 vvd基因，其开放阅读
框具有 2个完整 Kozak序列的起始密码子，它们
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之间相差 9个氨基酸，分别能产生 186和 177 个
氨基酸的蛋白质(VVD)，分子质量分别为 21.3 和
20.3 ku[15]．VVD含有一个 LOV结构域，通过该结
构域与具有 PAS结构域的其他蛋白质相结合．氨
基酸序列比对分析显示，VVD与各种蓝光受体具
有高度相似性．其中，VVD 与 WC-1 LOV 结构
域的序列相似度高达 72%，与植物蓝光受体向光
色素和光敏色素 3(phy3)的相似性分别为 61%和
54%[16]．

在大肠杆菌中异源表达 VVD蛋白，可以检测
到 VVD融合蛋白能与核黄素类的发色团 FMN或
FAD结合，这与WC-1只能结合 FAD明显不同．
在光照下，VVD 形成核黄素 - 半胱氨酸复合物，
可循环使用，符合光受体的典型特征，此外，在细

胞质中检测到大量的 VVD[17]．2010年 Hunt等[18]的

研究发现，VVD也存在于细胞核中，能与其他核
心因子相互作用．

2援2 光受体 VVD的功能与调节
VVD只能在光照后产生，其基因表达由WCC

启动，是一种光调节基因．VVD的主要功能是调
节光适应(photoadaptation)和昼夜节律在不同环境
下的分子转换，以精确地适应周围的环境．缺乏

vvd基因的突变体，由于不能适应光环境下持续合
成类胡萝卜素而呈现鲜艳的颜色．在该突变体中，

WC-1持续地处于超磷酸化状态[16]．VVD对昼夜钟
的调节作用表现在黎明时防止其重新设定，而在黄

昏时，通过影响 frq RNA的转换促进昼夜钟的重新
设定[19]．

对暗状态和光状态的 VVD 晶体结构分析发
现：可以观察到一种特殊的 N端帽状结构，形成
一个插入环以接受核黄素分子．光照射后引起核黄

素质子化而导致 N端构象变化．将 VVD蛋白中的
半胱氨酸突变成丝氨酸后消失光引起的构象变化，

不能传递光信号[20]．通过排阻层析、平衡超离心以

及动态和静态光散射分析，可以观察到 VVD形成
快速交换的二聚体，并且 VVD C71位对形成二聚
体是必需的[21]．通过 X射线小角散射术分析从野生
型菌种中分离的 VVD蛋白，可以观察到从黑暗中
分离的 VVD有两种构象，一种为紧密结构，另一
种为与晶体 VVD观察到的单体结构；这两种构象
的 VVD均能对光反应而形成二聚体．截面重构技
术(envelope reconstruction)分析发现，短暂光态二
聚体的结构是平行的亚单位[22]．

3 光受体调节粗糙脉孢菌昼夜节律的机制

昼夜节律是生物体内重要的整体调节机制，与

许多疾病如肿瘤、代谢性疾病、心脑血管疾病等的

发生密切相关．该调节机制普遍存在于多数真核生

物和部分原核生物中，是生物适应地球自转的昼夜

变化而产生的．控制昼夜节律自动运行的机制由昼

夜钟(circadian clock)控制．在此，强调一下昼夜钟
与生物钟(biological clock)的区别，生物钟概念所包
括的范围更广，除了包括昼夜节律之外，还包括机

制完全不同的女性月经周期、鱼类洄游和鸟类季节

性迁移等生理现象，国外的研究文献对此均有明确

的区别．

昼夜钟包括输入、振荡器和输出 3个部分，通
过转录 /翻译反馈循环维持自动运行，该基本调节
机制在模式生物蓝藻[23]、粗糙脉孢菌、果蝇[24]和小

鼠中均相似，说明存在进化上的保守性．多数昼夜

钟核心因子的表达有昼夜性差异，自动运行，也就

是说在恒温、完全黑暗的环境下，昼夜钟也能正常

运行．昼夜钟的自动运行通过正负反馈环实现，正

反馈环由转录因子负责，启动负责负反馈环的核心

因子表达，通过蛋白激酶等多种修饰负反馈因子，

抑制转录因子的活性而停止相关基因的表达．最

后，这些蛋白通过泛素 -蛋白酶体通路降解，启动
另一轮循环[25-27]，从而实现昼夜钟的自动运行．

在粗糙脉孢菌中，昼夜节律的表型是通过分生

孢子带(conidiation)的出现和分布特征作为观察指
标，将菌丝接种到一种两端弯曲、特制的竞争性生

长管(race tube)中实现．共有超过 10个组分参与该
昼夜钟的运行，其中 WC-1、WC-2、FRQ和 FRH
(frequency-interacting RNA helicase)处于核心位置．
FRQ是该菌中第一个被发现的昼夜钟负调节蛋白，
由 989个氨基酸残基组成，有多个磷酸化修饰位
点．FRH是一种含有 DEAD盒的 RNA解旋酶，与
酵母 Dob1p/Mtr4p蛋白具有同源性，与 FRQ形成
复合物．WC-1和WC-2组成的WCC为正反馈环，
驱动负反馈因子 FRQ和光调节基因的表达，FRQ
通过磷酸化等修饰抑制WCC的转录活性，构成了
互锁(interlocked)的控制关系[28-30]．

除了 Dunlap院士研究团队外，美国德州大学
西南医学中心生理系的刘一教授研究团队对粗糙脉

孢菌昼夜钟的核心调控也做出了十分重要的贡献．

除了上述对WC-1光受体的研究之外，他们还阐明
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了酪蛋白激酶玉、域以及蛋白激酶 A、钙调蛋白激
酶、磷酸酶 PP1、PP-2A、PP4对 FRQ和WC-1的
磷酸化调节机制[31-34]．何群等阐明了泛素 -蛋白酶
体通路(FWD-1和 COP9)对 FRQ降解的机制[35-37]．

在成萍等[38]发现 FRH结合 FRQ调节昼夜钟的基础
上，郭金虎等[39-40]阐明了剪切酶体(exosome)对转录
后负反馈环的重要作用，并发现 FRH/FRQ复合体
对WCC的调节作用．2013年，刘一研究团队发现
使用非最适密码子能影响 FRQ蛋白的表达[41]．

德国海德堡大学 Brunner研究团队对光受体调
节昼夜钟的机制进行了深入研究，阐明了磷酸化调

节WCC活性的动态机制：低水平磷酸化的 WCC
与 FRQ基因的启动子结合，而高度磷酸化的WCC
缺乏转录活性，磷酸酶 PP-2A能直接使WCC去磷
酸化而恢复其活性[42]．此外，他们还发现WCC在
细胞质与细胞核之间的快速转移，FRQ 引起的
WCC失活和 PP-2A引起的重新活化，在数分钟内
发生[43]．糖原合成酶激酶(glycogen synthase kinase，
GSK)通过磷酸化WC-1而起作用，降低 GSK的表
达能增加WC-1的积累，调节昼夜节律的运行[44]．

在粗糙脉孢菌中，Brunner研究团队发现代谢相关
基因 CSP1(conidial separation 1 )是一个普遍存在的
抑制昼夜钟的因子，其表达受 WCC 的控制，但
CSP1又能结合到 wc-1的启动子上，抑制WC-1的
表达[45-46]．

昼夜钟的一个重要特征是具有温度补偿

(temperature compensation)．温度补偿机制是指生
物对外界温度变化仍然保持昼夜钟准确设定时间的

能力．对于恒温的哺乳类动物来说，温度补偿机制

可能没有那么重要．而对其他低等生物来说，温度

补偿对保持昼夜钟稳定运行起重要的作用．在粗糙

脉孢菌中，刘一教授的早期研究证明了温度调节

FRQ 的翻译控制确定昼夜钟的温度反应，阐明了
FRQ 的表达量与温度的高低相适应，中等温度显
著影响光 -暗转移而调节昼夜钟的时间设定[47-48]．

通过分析各种影响昼夜钟的激酶，Dunlap实验室
发现只有酪蛋白激酶域，尤其是 茁1亚单位与温度
补偿有关，这是直接磷酸化 FRQ起作用的[49]．除

了WC-1外，VVD在温度补偿中也有作用． vvd缺
失株丧失了昼夜钟的振幅，并且随着温度降低，其

VVD的表达增加，另外，FRQ的磷酸化水平在该
缺失株中也明显改变[50]．

4 WC鄄1和 VVD互作调节光适应的机制
光适应是指生物能适应长时间光照而保持对光

强度变化敏感性的能力，是生物正确辨别时间信息

所必需的．在粗糙脉孢菌中，WCC启动光控制基
因的合成，而 VVD是负调控因子，抑制 WCC活
性，以适应光环境．在光照的条件下，WC-1有一
个短暂的高度磷酸化过程，大约 1 h后恢复正常，
而 vvd缺失株中，持续的WC-1高度磷酸化而导致
光适应能力的丧失就是最直接的证据[16]．将WC-1
LOV 结构域置换为 VVD 的 LOV 结构域，WC-1
仍然保持对光的反应性，表明 LOV结构域的功能
是保守的[51]．

利用荧光显微镜分析活体粗糙脉孢菌中表达连

接绿色荧光蛋白 GFP的 VVD(VVD-GFP)的分布，
发现其存在于细胞质和细胞核中，且在细胞核中的

含量非常大．此外，甲醛交联粗糙脉孢菌细胞后分

离细胞核和细胞质，发现在细胞核组分中存在大量

的 VVD[52]．使用交联剂固定细胞，然后进行免疫

共沉淀，发现 VVD和WCC能形成复合体．VVD
除了能与 WCC形成复合体外，还能与 FRH形成
复合体[18]．这些研究表明：WC-1 和 VVD之间能
相互作用，共同调节光适应的过程，保持昼夜钟的

敏感性．

VVD 的 LOV结构域能与 WC-1 的 LOV 结构
域发生较低亲和性的相互作用，该作用需要光的存

在[53]．WCC和 VVD通过 LOV结构域形成高度动
态的同源或者异源二聚体．在黑暗条件下，VVD
的节律性表达受到抑制，VVD含量也下降到检测
水平之下．在黑暗中持续几天之后，VVD的消失
使得WCC对光信号特别敏感．接受光照后，WCC
首先形成同源二聚体，有效地激活 vvd基因表达．
光照一段时间后，VVD 不断积累成为 WCC的竞
争性抑制物，最终导致光诱导转录反应的弱化．

VVD的表达与光强度相适应[53]．VVD介导的光激
活WCC的脱敏化，是粗糙脉孢菌光适应的分子机
制．有关WC-1和 VVD在光照和黑暗环境下的分
子相互作用，可见图 1．
在清晨光照的条件下，WC-1与WC-2形成的

蛋白复合体WCC启动包括 vvd等多种光反应基因
表达，VVD蛋白通过与 WCC 结合而抑制其转录
活性，从而实现光适应的过程．晚上黑暗时，

VVD 蛋白降解，WCC 与光反应基因的启动子解
离，准备进入下一个光反应循环．
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Fig. 1 The interaction and regulation mechanism of WC鄄1 and VVD
图 1 WC鄄1和 VVD的相互作用及其调节机制

5 研究展望

综上所述，通过多个实验室对光受体WC-1和
VVD的深入研究，已经明确了粗糙脉孢菌光反应
的精细调节过程．通过对粗糙脉孢菌光受体的研

究，对其他真菌的光生理调节机制有重要的指导意

义，有助于真菌引起相关疾病的防治和相关代谢产

物的研究．就粗糙脉孢菌而言，虽然 wc-1缺失菌
株不存在目前常规检测的光应答反应，通过基因芯

片在基因组水平分析光诱导反应，仍然有部分基因

的表达明显升高[54]．在粗糙脉孢菌中也存在隐花色

素基因和光敏色素基因，将这些基因突变并不影响

光应答反应(刘一实验室未发表的实验结果)．有可
能在粗糙脉孢菌中存在与WC-1和 VVD无关的光
应答反应机制，该现象值得深入研究．

2012年，华东理工大学杨弋教授研究团队将
vvd基因连接到哺乳动物的启动子上，构建了受蓝
光调节的新型胰岛素基因表达系统[4]．将该系统转

染到小鼠体内，蓝光照射能明显诱导胰岛素基因的

表达．该技术展示了控制基因表达的新模式，开辟

了基因治疗及控制基因表达研究的新途径．
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Abstract The filamentous fungus Neurospora crassa is an important model organism for studying genetic
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