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【摘要】 　
 

机体生物钟(也称昼夜节律)是地球上所有生物体能适者生存在地球自转环境中的基础。 昼夜节律是生命活动最基本的

调控机制,在维持人体正常生理生化稳态、疾病发生及治疗中均扮演关键角色。 研究表明,生物钟在口腔组织发育生长、口腔疾病

发生及治疗中具有重要作用。 由于目前还没有包括口腔医学在内的生物钟研究方法的指导性文献,研究者主要基于已发表的参考

文献进行探讨,致使口腔医学中有关生物钟的研究方法存在争议,如何合理应用昼夜节律的研究方法还存在诸多困惑。 该共识在

总结生物钟的作用特点以及分析目前生物钟在口腔医学研究中不足的基础上,组织相关专家归纳推荐了生

物钟在口腔医学研究中合理实施的 10
 

条原则,为生物钟在口腔医学研究中的合理应用提供参考。
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【Abstract】

 

The
 

biological
 

clock
 

(also
 

known
 

as
 

the
 

circadian
 

rhythm)
 

is
 

the
 

fundamental
 

reliance
 

for
 

all
 

organisms
 

on
 

Earth
 

to
 

adapt
 

and
 

survive
 

in
 

the
 

Earth's
 

rotation
 

environment.
 

Circadian
 

rhythm
 

is
 

the
 

most
 

basic
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

life
 

activities,
 

and
 

plays
 

a
 

key
 

role
 

in
 

maintaining
 

normal
 

physiological
 

and
 

biochemical
 

homeostasis,
 

disease
 

occurrence
 

and
 

treatment.
 

Recent
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

the
 

biologi-
cal

 

clock
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

development
 

of
 

oral
 

tissues
 

and
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

treatment
 

of
 

oral
 

diseases.
 

Since
 

there
 

is
 

cur-
rently

 

no
 

guiding
 

literature
 

on
 

the
 

research
 

methods
 

of
 

biological
 

clock
 

in
 

stomatology,
 

researchers
 

mainly
 

conduct
 

research
 

based
 

on
 

pub-
lished

 

references,
 

which
 

has
 

led
 

to
 

controversy
 

about
 

the
 

research
 

methods
 

of
 

biological
 

clock
 

in
 

stomatology,
 

and
 

there
 

are
 

many
 

confusions
 

about
 

how
 

to
 

rationally
 

apply
 

the
 

research
 

methods
 

of
 

circadia
 

rhythms.
 

In
 

view
 

of
 

this,
 

this
 

expert
 

consensus
 

summarizes
 

the
 

characteristics
 

of
 

the
 

biological
 

clock
 

and
 

analyzes
 

the
 

shortcomings
 

of
 

the
 

current
 

biological
 

clock
 

research
 

in
 

stomatology,
 

and
 

organizes
 

relevant
 

experts
 

to
 

summarize
 

and
 

recommend
 

10
 

principles
 

as
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

rational
 

implementation
 

of
 

the
 

biological
 

clock
 

in
 

stomatology
 

research.
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　 　 地球自转产生约为 24
 

h 的昼夜节律周期性变化

环境,为了适应这种环境变化而获得生存,地球上的所

有生物在长期强大的自然选择压力下进化出一种特殊

的内源性适应系统,即生物钟,也称为昼夜节律[1-3] 。
生物钟驱动的昼夜节律不仅通过调控生物体的行为活

动以适应自然环境的节律变化,同时也从分子、细胞、
组织和器官水平调控生物体内的代谢、激素分泌和免

疫等生理生化活动使其呈现 24
 

h 的昼夜节律变化。
这些呈 24

 

h 昼夜节律变化的生理生化活动协同有序

地运行,以确保生物体内这些生理生化活动能在 24
 

h
不同时间段对环境变化发挥出最佳的适应,从而维持

机体代谢和生理的正常稳态[3-4] 。 昼夜节律是人类生

命活动运行的“根目录”,精准地控制人类生命活动的

正常运转。 目前也证明,生物钟异常或昼夜节律紊乱

是导致代谢性疾病、心血管疾病、内分泌性疾病、神经

精神系统疾病、免疫性相关疾病、胃肠道疾病、癌症和

衰老等疾病的重要原因[5-11] 。 鉴于昼夜节律的重要作

用,发现生物钟及昼夜节律形成机制的 Jeffrey
 

C.
 

Hall
等 3

 

位科学家因此而荣获 2017
 

年诺贝尔生理学与医

学奖[12] ,目前生物钟已成为生命科学和医学研究领域

中的前沿科学。

现研究表明,口腔组织的发育和生长也受到生物

钟的控制[13] 。 众多生物钟基因, 如 Bmal1,
 

Clock,
 

Per1 / 2,
 

Cry1 / 2,
 

Rev-Erbα 和 Rorα 等存在于牙体硬组

织、牙髓组织、牙周组织、口腔上皮、颌骨、颞下颌关节

软骨及唾液腺等口腔组织中,这些生物钟基因对各种

口腔组织的发育和生长起着重要调控作用,通过其昼

夜节律表达有序地调控牙齿发育、颌面骨生长、唾液腺

功能及口腔上皮的稳态等[14-16] 。 其异常改变可通过

影响细胞增殖、凋亡、代谢、氧化应激等稳态导致牙齿

发育异常、颌面骨畸形、唾液腺功能障碍、牙周炎、口腔

癌及口腔黏膜病变等疾病的发生发展[13,15,17-18] 。 另一

方面,目前也证明根据昼夜节律选择不同时机给药对

口腔鳞癌患者行时辰化疗能显著提高治疗疗效和减少

不良反应[19-22] 。 动物实验也证明,根据昼夜节律选择

合适的时间段施加正畸力可显著增强牙槽骨的重塑,
减少正畸力引起的牙根吸收和松动等并发症[23-24] 。
鉴于生物钟在口腔组织发育生长、口腔疾病发生及治

疗中具有重要作用和良好应用前景,基于生物钟的研

究将为口腔疾病的预防、 诊断和治疗提供新的策

略[14-15,25] 。
生物钟已被认为是可能改变人类对自然的认识,
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从而产生重大突破的研究领域[12] 。 但目前在口腔医

学中有关生物钟或昼夜节律研究的报道还较少见,同
时一些口腔医学中有关生物钟的研究也未能合理应用

昼夜节律的研究方法进行。 其原因一方面是人们普遍

对生物钟复杂作用的理解还很有限,对如何合理应用

相应方法去研究昼夜节律特征也普遍缺乏认识。 另一

方面目前还没有包括口腔医学在内的生物钟或昼夜节

律研究方法的指导性文献,研究者主要是基于已发表

的参考文献进行研究,这就导致口腔医学中有关生物

钟的研究方法存在争议,对其如何合理应用昼夜节律

的研究方法还存在诸多困惑。 因此,及时制订生物钟

在口腔医学研究中合理实施的原则和方法对促进生物

钟在口腔医学中的研究应用具有重要意义。 鉴于此,
本共识组织相关专家总结制订生物钟在口腔医学研究

中合理应用专家共识,旨在推广和规范生物钟在口腔

医学研究中的合理实施,为生物钟或昼夜节律在口腔

医学研究中合理应用提供参考。

1　 昼夜节律具有内源性和以 24
 

h 为周期节律性变化

的特征

　 　 生物钟主要由一系列生物钟基因组成,昼夜节律

主要由 Bmal1、Clock、Pers(Per1 和 Per2)和 Crys(Cry1
和 Cry2)等生物钟基因在转录-翻译水平形成 Clock /
Bmal1-Pers / Crys 负反馈环路而产生,这些生物钟基因

通过此负反馈环路自主往复交替表达,从而形成自主

产生和自主维持的约以 24
 

h 为周期的昼夜节律振

荡[1,26] 。 生物钟基因存在于包括口腔组织在内的人体

几乎所有的细胞中[3] ,这些具有昼夜节律振荡表达的

生物钟基因通过对下游基因的直接或间接调控将自身

的昼夜节律输出,从而维持细胞的生理稳态和调节各

种生理功能之间的协同平衡。 目前证明,生物钟基因

调控人类基因组中 50% ~ 80%的蛋白质编码基因[27] ,
其中包括许多调控细胞增殖、凋亡、代谢及免疫等功能

的重要基因。 因此,昼夜节律是生命活动的内在本质,
是内源性产生的[22] 。 目前在口腔医学中许多昼夜节

律的研究仅仅探索了某基因或某生理功能在昼夜不同

时间点的表达或功能差异,没有对这些不同时间点差

异是否具有内在节律性进行分析证明。 综合目前的研

究报道和本共识专家的长期研究经验推荐如下:
 

　 　 推荐意见 1:
 

昼夜节律研究不仅需要对昼夜各不

同时间点实验数据的差异是否具有显著性进行方差分

析,而且需要进一步将实验数据进行余弦拟合分析,以
确定其差异变化是否真正具有显著的 24

 

h 节律性。

传统的基因功能研究仅仅是随机检测 24
 

h 内某

单一时间点基因的表达水平和功能,实际上就是把基

因的表达和功能看成 24
 

h 内均保持在一个固定的水

平。 由于昼夜节律振荡才是生命活动最基本的调控机

制[3,28-29] ,生命的真实活动是以 24
 

h 为周期的节律性

振荡,也就是说在 24
 

h 内,基因的功能作用并非一直

在 “ 工作”, 而是以 “ 工作 - 休息” 的方式交替进

行[17,30-31] 。 因此昼夜节律研究应在传统基因功能研

究的基础上,在 24
 

h 内的多个不同时间点进行检测,
才能分析其节律振荡特征,进而探索这些基因“工作-
休息”的时间规律。 将不同基因的昼夜节律综合分析

能揭示这些不同功能作用、甚至功能作用相反的不同

基因是如何通过合理安排他们的不同“工作-休息”时

间,从而在功能作用上通过“协同配合”或“错时而行”
等方式以达到适应机体需要,应对环境改变及维持机

体代谢和生理稳态。
目前对昼夜节律的研究常见有两种类型,一种是

研究昼夜节律周期时间改变对机体生理功能的影响,
其主要量化指标为周期时间[32-33] 。 另一种是主要研

究 24
 

h 昼夜节律模式改变对机体生理功能的影响,其
量化指标为中值、振幅和峰值相位[31,34] 。 中值代表余

弦分析所确定的 24
 

h 节律性振荡变量的平均值,相当

于余弦曲线的中线,反映了振荡变量的中心倾向;振幅

代表节律振荡高于或低于中值的程度,它是反映基因

表达的稳健性和对下游基因调控同步化影响力的重要

指标;峰值相位代表节律振荡达到顶峰的时间点,代表

呈周期节律性表达基因的最大表达值(图
 

1)。 通过对

不同基因表达和功能作用的昼夜节律特征分析,获得

他们各自“在适当的时间做适当的事”的规律,以及他

们在时间上各自是如何相互协同配合的,从而指导我

们设计预防或治疗疾病的干预方案。 目前在口腔医学

的昼夜节律研究中,
 

超过半数以上的研究仅通过对不

图
 

1　 24
 

h 昼夜节律的余弦拟合曲线:中值、振幅和峰值相位
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同时间点检测到的实验数据去简单描述他们在昼夜不

同时间点的表达和功能差异,
 

没有通过对这些实验数

据去挖掘分析其昼夜节律特征,
 

以获得其昼夜节律振

荡规律。
　 　 推荐意见 2:

 

对 24
 

h 昼夜节律的研究需要通过余

弦拟合分析进一步获得中值、振幅和峰值相位这 3
 

个

量化指标,通过这 3
 

个维度的量化指标揭示其昼夜节

律的规律特征。
推荐意见 3:

 

对昼夜节律周期时间变化的研究其

检测时间应包括 2
 

个周期或出现 2
 

个峰值,这样才能

获得一个准确的周期时间。
昼夜节律研究与传统的基因功能研究最大的区别

就是,昼夜节律揭示的是基因表达和功能在 24
 

h 内的

节律性振荡变化及变化规律,这些基因表达的 RNA 和

蛋白水平在 24
 

h 内的振荡变化常达到数倍差异[17,31] 。
传统基因功能研究由于不涉及 24

 

h 内的动态变化,所
以检测 RNA 和蛋白所用的内参只需选择在各个组织

和细胞中的表达相对恒定的管家基因即可。 但研究昼

夜节律的内参需要选择在 24
 

h 内表达稳定,无昼夜节

律波动的基因。 还需要注意的是,内参基因 RNA 和蛋

白的昼夜节律稳定性可能因不同物种、不同组织和不

同细胞等出现差异,有时需要在实验前对其昼夜节律

稳定性情况进行验证。
　 　 推荐意见 4:

 

口腔医学昼夜节律研究中,全细胞或

细胞质中 RNA 和蛋白检测推荐用 β-actin 或 β-Tubu-
lin 作为内参,细胞核蛋白检测推荐用 TBP ( TATA-
binding

 

protein)或 Histone
 

H3 作为内参。 必要时可对

备选内参的昼夜节律稳定性进行检测和评估,以筛选

出最合适的内参。
昼夜节律研究需要在 24

 

h 内选择多个时间点进

行检测才能获得其昼夜节律特征[34] 。 从理论上来讲,
检测时间点选择越多可能其结果越好。 由于选择 N
个时间点检测实际上就相当于相应传统基因功能研究

的 N 倍工作量,因此检测的时间点太多导致工作量太

大,加大了实验的完成难度。 另一方面,如果是在同一

宿主个体上反复取样的实验研究,在 24
 

h 内取样次数

太多本身也会影响或干扰宿主个体的昼夜节律。
推荐意见 5:昼夜节律研究取样时间以在 24

 

h 内

均分为 6
 

个时间点为最佳,即平均每 4
 

h 取样 1
 

次,因
为 6

 

个时间点既能较为准确地反映其昼夜节律特征,
又对宿主个体的昼夜节律无明显干扰。

2　 昼夜节律反映了机体生理生化活动与遗传基因、
 

外界

环境和生活方式等内外因素相互联系、相互作用的结果

　 　 昼夜节律是机体细胞内生物钟基因在转录-翻译

水平形成的负反馈环路而产生,其特征被编码到遗传

物质 DNA 中,是生命活动的内在本质[1,12] 。 虽然昼夜

节律不是机体对外界环境刺激简单的条件反应,但环

境因素(如光线和温度等)、生活方式及行为活动等改

变可以导致体内生理生化过程的昼夜节律发生重置或

模式改变[7,35-36] 。 昼夜节律能响应和预测环境的变

化,使生物体能及时调整体内生命活动的节律使之与

外界环境变化同步[2] 。 如近年来发现进食时间(如间

歇性禁食)对体内生理生化过程的昼夜节律具有重大

影响[37] 。 在正常条件下,机体进食时间受到中枢生物

钟的调节,机体的进食相位与活动相位保持一致。 目

前证明,异常的进食时间会破坏机体代谢和生理稳态

而导致多种疾病的发生,而通过调整进食时间目前已

成为促进健康和治疗许多疾病具有希望的前沿研究方

向[38-39] 。 所以,昼夜节律研究要考虑机体遗传基因、
环境因素和生活方式等众多内外因素的影响。 动物实

验是目前最常用于昼夜节律研究的方法,但目前除针

对间歇性禁食专项研究昼夜节律的实验外,包括口腔

医学在内的几乎所有其他昼夜节律的研究一般均未考

虑到进食时间对宿主昼夜节律的影响,动物的食物喂

养一般均采用 24
 

h 动物自取的随意方式。
推荐意见 6:

 

昼夜节律研究时,研究对象的环境应

与自然环境相同,动物实验的室内光照、温度及湿度等

条件均应与当地自然环境相同或相近。
推荐意见 7:

 

用动物进行昼夜节律研究时,动物进

食时间尽可能模仿人类常规进食时间。 除具有特殊研

究目的的实验外,推荐进食时间限制在活动期。

3　 昼夜节律具有普遍性和个体性

昼夜节律的普遍性是指昼夜节律存在于地球上所

有的生物体内,从单细胞生物到人类[12] ,昼夜节律是

地球上所有生物体能适者生存在地球自转环境中的根

本依托。 另一方面,由于昼夜节律与宿主个体遗传基

因、外部环境因素、性别、年龄、民族、个人生活习惯等

因素密切相关[10,35-36,40-41] ,因此昼夜节律也具有明显

的个体性。 因此无论是体外细胞实验还是体内动物实

验,在实验前都必需要对实验的所有个体进行同步化,
使其实验所有个体在实验开始时的昼夜节律处于同一

“起跑线”上。
推荐意见 8:

 

进行动物昼夜节律实验前,需将所有

动物在同一环境(如光线和温度等)条件下同步化 2 ~
3

 

周。 对来源于口腔组织细胞的体外实验研究,实验

前用地塞米松同步化 2
 

h。
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推荐意见 9:
 

在临床或动物昼夜节律研究试验或

实验中,需将不同性别进行分组,年龄推荐至少按相应

儿童期、成年期和老年期分组,不应混合检测。
与传统的基因功能研究一样,各种不同类型的小

鼠模型是目前研究昼夜节律的常用工具。 在传统的基

因功能研究中,常把人类细胞或组织(如人癌细胞或

癌组织)植入裸鼠体内建立异体移植模型进行研究,
由于异体移植裸鼠模型具有建模时间短、重复性好和

成本低等优点,目前已成为传统基因功能研究,特别是

肿瘤研究中最常用的模型。 但鼠类与人类的昼夜节律

相位相差 12
 

h,与人类相反[22] ,由于受到传统生物学

研究思维的影响,目前报道的许多昼夜节律研究文献

是用人类细胞或组织植入裸鼠体内建立异体移植模型

进行昼夜节律研究,这可能会导致结果与真实情况产

生偏差。
推荐意见 10:

 

建立动物模型进行昼夜节律研究

时,需要注意物种种属的差异。 除特殊情况或目的外,
不推荐将目前常用的异体移植裸鼠模型用于昼夜节律

研究。

4　 结　 语

昼夜节律是体内管理复杂生命活动协同有序进行

的重要方式,在人体正常生理生化过程、疾病发生及治

疗中均扮演关键角色[3-5] 。 昼夜节律从多维度(周期、
中值、振幅和峰值相位) 揭示了人体内细胞代谢和生

理的稳态情况,基于昼夜节律的精准个体化治疗是目

前重要的发展方向,催生了疾病研究及治疗的新范

式[42-43] 。 鉴于昼夜节律对疾病的精准个体化治疗提

出了新的要求和挑战,许多医学工作者主张重写医学

实践,应将昼夜节律的研究成果纳入到对患者疾病的

诊疗中[2] 。 本专家共识在总结生物钟的作用特点以

及分析目前生物钟在口腔医学研究中不足的基础上,
归纳推荐了生物钟在口腔医学研究中合理应用的 10

 

条原则,为生物钟在口腔医学研究中合理实施提供参

考指导,希望能促进生物钟或昼夜节律在口腔医学研

究中规范地快速发展。
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