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粘虫生物钟 timeless基因的克隆及
时空和昼夜表达分析
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摘要：为明确生物钟 timeless基因对粘虫Mythimna separata迁飞、交配等周期性活动的调节作用，

利用PCR技术克隆了粘虫 timeless基因，命名为Mstim，采用生物信息方法分析其序列特征，使用实

时荧光定量 PCR 技术检测该基因在不同发育阶段、组织及昼夜的表达特征。结果表明，Mstim 的

cDNA 全长为 3 132 bp，编码 1 043 个氨基酸，其预测的蛋白质 MsTIM 分子量为 117 kD，等电点

5.14，具有 timeless 保守的 PIS、NLS 等结构域，与甜菜夜蛾 Spodoptera exigua 及棉铃虫 Helicoverpa

armigera的氨基酸序列相似性高达97%。荧光定量PCR结果显示成虫期的Mstim表达量最高，卵

期和蛹期次之，6龄幼虫的表达量最低；在雌、雄蛾中均以触角及头部中的表达量较高，飞行肌、足

及生殖腺中的表达量较低。粘虫雌、雄蛾触角中Mstim的昼夜表达模式相似，均为光期表达量低于

暗期，光期5 h的表达量最低，光期末期逐渐升高，至暗期后3 h达到最高值，暗期末期表达量开始下

降。说明Mstim基因在粘虫中的表达不仅具有发育时期和组织的时空特异性，而且表现出明显的

昼夜特性，推测其可能参与粘虫生长发育和迁飞与生殖等行为、生理节律的调节。
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Abstract: To investigate the regulatory effect of timeless gene on migration, mating and other rhythmic

activities of Mythimna separata, PCR was used to clone M. separata timeless gene (Mstim). Bioinformat-

ic methods were used to analyze the characteristics of Mstim. The expression patterns of Mstim at differ-

ent developmental stages, tissues, and zeitgeber were quantified by real-time quantitative PCR (qPCR).

The results showed that the full-length cDNA of Mstim was 3 132 bp, encoding 1 043 amino acid residues

with a predicted molecular mass and theoretical isoelectric point of 117 kD and 5.14, respectively. MsTIM

had the conserved PIS and NLS domains of timeless family, and the sequence similarity was 97% in com-

parison with Spodoptera exigua and Helicoverpa armigera. The qPCR analysis showed that the relative

expression level of Mstim mRNA was the highest at adult stage, followed by egg and pupal stages,
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and 6th instar larva was the lowest. The higher relative expression of Mstim was recorded from antenna

and head whereas lower expression was recorded from the flight muscle, leg and gonad in both female and

male. The expression patterns of Mstim mRNA in antennae of female and male were similar at different

zeitgeber time points. The expression of Mstim was lower in photophase than in scotophase, and the ex-

pression was lowest at the 5th hour of photophase but increased at the late photophase. The highest expres-

sion occurred at 3 h after light-out and then declined at the late scotophase. The expression of Mstim had

not only spatiotemporal but also diurnal specificity, suggesting that this gene may be involved in regulat-

ing growth, migratory and reproductive rhythm in M. separata.

Key words: Mythimna separata; timeless; gene cloning; spatiotemporal and diurnal expression

生物面对地球自转、公转所产生的昼夜交替、四

季更迭等环境变化，在长期的进化过程中形成了相

应的节律性活动，即生物钟现象。生物钟现象广泛

存在于各种生物个体的细胞活动、组织、器官和个体

行为等各个结构功能层次，存在于运动、呼吸、对时

间及空间的辨识能力、血淋巴的化学成分变化等方

面（王英等，2008；秦粉菊等，2015 )。生物钟在生物

提高能量利用率、提高机体空间利用率、维持能量平

衡、减少生态位重叠导致的生存竞争等方面均具有

重要意义（翟启慧，1996）。生物钟现象受生物钟基

因调控，目前已确认的主要生物钟基因有周期蛋白

基因（period，per）、永恒蛋白基因（timeless，tim）、循

环蛋白基因（cycle，cyc）、时钟蛋白基因（clock，clk）、

隐花色素基因（crytochrome，cry）等（Young，2000），

其中 timeless是第2个被发现的生物钟基因。

基因 timeless在筛选果蝇Drosophila melanogas-

ter 节律突变体的过程中被首次发现，并定位于第

2 多线染色体左臂（Sehgal et al.，1994；宋何煜等，

2014）。Timless的转录产物为4 955 bp的mRNA，其

编码蛋白具有NLS结构域、CLD结构域、酸性结构

域及与 PER 中 PAS 结构域互作的 PER-1、PER-2 结

构域（Dunlap，1999），并参与生物钟环路中 per转录

后的调节，影响 PER 的定位及积累（Sehgal et al.，

1995；Benna et al.，2000；Scully & Kay，2000）。Tim-

less广泛存在于生物的神经系统及非神经组织中，

小鼠的大脑、心、肺、肝、胃、尿生殖脊，果蝇及家蚕

Bombyx mori的头部、生殖腺、脂肪体、飞行肌及消化

道等组织中均有表达（Giebultowicz et al.，2001）。

在果蝇（Sehgal et al.，1994）、家蚕（Iwai et al.，2006）、

黑脉金斑蝶Danaus plexippu（Zhu et al.，2008）、衣鱼

Thermobia domestica（Kamae & Tomioka，2012）、甜

菜夜蛾 Spodoptera exigua（牛小慧等，2012）等昆虫

中不同光周期下 tim基因的表达模式也不同。而通

过突变或沉默等方式改变 tim表达会导致 per基因

表达节律与飞行、生殖等行为节律的丧失，是参与推

动生物钟循环，维持个体生命活动的必需因子，也是

影响种群动态的关键基因（Kobelková et al.，2015）。

粘虫Mythimna separata为害范围广、年发生世

代多、暴发灾害明显，是我国三大主粮作物玉米、小

麦和水稻上的重大害虫。在自然条件下，粘虫成虫

除少数会在白天阴暗处羽化外，多数出现在夜间，后

半夜开始出现交尾，产卵时间也集中在傍晚至黎明

（侯无危，1964），且每年会发生全国范围的迁飞为

害（江幸福等，2014）。近年来，全球气候变暖加剧、

国内耕作制度与种植布局改变，加之农药滥用导致

的粘虫抗药性不断增强，使粘虫灾害加剧，并在

2012和2013年全国大暴发（张云慧等，2012；全国农

业技术推广服务中心，2014）。粘虫季节性远距离迁

飞及昼伏夜出的习性均是受光照等昼夜节律授时因

子（zeitgeber）影响的为害特点，为粘虫监测及有效

防控造成了很大的障碍，是粘虫防治工作的研究重

点（涂小云和陈元生，2013），但目前对其节律性为害

的发生机制并不明确，也尚未从生物钟角度对粘虫

的环境响应行为进行研究。因此，本研究依据粘虫

转录组数据库设计引物，克隆了粘虫 timless 基因，

分析其序列特征以及在不同发育期、不同组织及昼

夜的基因表达情况，以期为进一步研究 timless基因

对粘虫飞行及生殖等行为节律的调控作用提供基础

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试虫源：供试虫源取自中国农业科学院植物

保护研究所迁飞害虫组室内连续多代繁殖的粘虫。
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饲养环境为温度 23±1℃、相对湿度 70%±10%、光周

期L14∶D10。幼虫饲养密度为 10头/瓶（直径 9 cm，

高 13 cm），以新鲜玉米叶饲喂至幼虫老熟，停止取

食后，将其放入含水量10%~15%的土中化蛹。成虫

在养虫罩中（直径 9 cm，高 21 cm）配对饲养，饲喂

5%蜂蜜水。

试剂：总RNA提取试剂Trizol Reagent，美国 In-

vitrogen公司；琼脂糖凝胶DNA纯化回收试剂盒，加

拿大新产业科技公司；感受态细胞Trans1-T1、克隆

载体pEASY-T3，北京全式金生物技术有限公司；反

转录试剂盒 FastQuant RT Kit（with gDNase）、实时

荧 光 定 量 试 剂 盒 SuperReal PreMix Plus（SYBR

Green），北京天根生化科技有限公司；所有引物合成

和DNA测序，生工生物工程（上海）股份有限公司；

Taq酶及其它PCR相关试剂，日本TaKaRa公司。

仪器：PCR扩增仪，美国伯乐（Bio-Rad）生命医

学产品（上海）有限公司；7500 Real-Time PCR Sys-

tem 荧光定量 PCR 仪，美国 Applied Biosystems 公

司；NanoDrop 2000超微量分光光度计，美国Emplen

公司；恒温培养箱，上海福玛实验设备有限公司；

DYY-12型电泳仪，北京市六一仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 总RNA的提取和第一条链的合成

取羽化后 4 d 的粘虫头部，使用 TRIzol 法提取

总 RNA，用超微量分光光度计与 1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测RNA浓度、纯度及完整性。按照反转录试

剂盒说明书的操作步骤以总RNA为模板合成第一

链cDNA。

1.2.2 粘虫 timeless基因克隆

以实验室粘虫转录组测序结果为依据，利用软

件 Primer Express 5 设计全长引物并命名为 TimF：

CGTATCGCAGGAGTATTAGC 和 TimR：AACGCA-

ACGAATGGTAGCAACAAA。使用 Taq酶，以第一

链 cDNA为模板扩增 timeless。反应条件：95预变性

2 min；95℃变性30 s，57℃退火30 s，72℃延伸1 min，

共 35 个循环；72℃ 延伸 10 min。PCR 产物以 15%

琼脂糖凝胶电泳检测和分离。将目的片段纯化回收

并连接到 pEASY-T3 载体，转化入Transl-T1感受态

细胞中，通过蓝白斑筛选及PCR扩增挑选阳性克隆

并测序。

1.2.3 粘虫 timeless基因序列分析

粘虫 timeless基因氨基酸序列的推导及开放阅

读框的查找运用在线工具ORF Finder（http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）进行处理；使用在线

工具 ExPASy-ProtParam tool（http://web.expasy.org/

protparam）分析 timeless 基因编码蛋白的等电点及

分子量，使用ProtScal（http://www.expasy.org/cgi-bin/

protscale.pl）程序计算蛋白质的疏水性，并采用在线

工具TMHMM 2.0软件（http://genome.cbs.dtu.dk/ser-

vices / TMHMM）和 SignalP 3.0（http://www. cbs. dtu.

dk/services/SignalP/），分析该蛋白类型，使用在线工

具NetPhos（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/）

对蛋白的磷酸化位点进行分析，使用亚细胞定位的

预测软件 TargetP1.1 Server（http//www. cbs. dtu. dk /

services/TargetP）对该蛋白质进行细胞定位分析，利

用软件（http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.

pl?page=/NPSA/npsa_hnn.html）进行蛋白质二级结

构预测。

从 NCBI 数据库中获得多个物种的 timelss 基

因，使用 ClustalW 将粘虫与获得的物种 tim 序列进

行同源比对后，使用软件 Mega 6 以邻接法（neigh-

bor-joining，NJ）经 1 000 次抽样分析将部分昆虫

timeless基因构建系统进化树。

1.2.4 粘虫 timeless基因时空表达谱分析

供试虫体取样前在试验光周期下进行驯化以稳

定生物钟基因的表达。

测定不同发育阶段粘虫 timeless基因相对表达

量：取不同发育阶段的粘虫，于暗期起始前提取头部

RNA，由于卵与1龄幼虫个体太小，取样时整头提取

RNA。每个样品取样量为卵 100 粒，1、2 龄幼虫各

60头，3、4龄幼虫各15头，5、6龄幼虫各3头，蛹2个，

成虫4头，其中蛹及成虫雌雄比均为1∶1。

测定成虫不同组织 timeless基因相对表达量：分

别取光驯化4 d的雌、雄成虫，于暗期起始前1 h分别

进行组织提取。每个样品取样为触角8对，头4个，

飞行肌2个，足6对，生殖腺2个。

测定成虫不同时间 timeless基因相对表达量：分

别取光驯化4 d的雌、雄成虫，于光期起始后1 h起提

取触角RNA，每4 h取样1次，每个样品取触角8对。

所有样品均设置 3次以上重复，于液氮中速冻

并保存于-80℃。

根据克隆测序结果设计多对定量引物，在生工

生物工程（上海）股份有限公司进行合成，并通过普

通 PCR、测序以及相对标准曲线法进行荧光定量

PCR 等步骤筛选最佳引物，并优化反应体系，最终
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选取定量引物 Tim-DF：CTGAAGAAAAGGAGTC-

GGATACG、Tim-DR：AGACTGGCCCTGACTGTT-

TGC。以 β - Actin 为内参基因，选用引物：AcF：

AACTTCCCGACGGTCAAGTCAT、AcR：TGTTG-

GCGTACAAGTCCTTACG 并 使 用 2-△△Ct 法 计 算

timeless基因的相对表达量。

1.3 数据分析

使用SPSS 20.0软件对结果进行统计分析，粘虫

timeless 基因 mRNA 定量测定数据采用 ANOVA 单

因素方差分析，采用Tukey’s HSD法进行差异显著

性检验。

2 结果与分析

2.1 粘虫 timeless基因的克隆与进化分析

以粘虫 cDNA为模板进行 timeless基因的扩增，

经测序拼接得到产物的大小为 3 790 bp，其中包含

完整开放阅读框（ORF）3 132 bp，编码 1 043个氨基

酸残基。Timless 编码蛋白含有 TIMELESS_C 结构

域、NLS 结构域、与 PER 中 PAS 互作的保守区段

PIS、PIS_Ⅱ结构域（图 1），说明产物为粘虫 timeless

基 因 ，并 命 名 为 Mstim（GenBank 登 录 号 ：

KY446806）。通过软件分析可得其成熟肽的预测相

对分子量为117 kD，理论等电点为5.14，其中包含酸

性氨基酸残基（Asp+Glu）149 个，碱性氨基酸残基

（Arg + Lys）107 个。其蛋白质疏水性最大值为

2.378，最小值为-3.256，其中有 84 个丝氨酸（Ser），

36 个苏氨酸（Thr），14 个酪氨酸（Tyr）可能被磷酸

化。其预测的二级结构 α-螺旋比例为 35.28%，延

伸链 12.37%，无规则卷曲 52.35%，且该蛋白质无信

号肽。

氨基酸序列 BLAST 比对结果表明，该序列与

甜 菜 夜 蛾 Spodoptera exigua（GenBank 登 录 号 ：

HQ731035.1）及棉铃虫 Helicoverpa armigera（Gen-

Bank 登录号：KM233162.1）的相似性最高，均为

97%；与蛀茎夜蛾 Sesamia nonagrioides（GenBank登

录号：DQ305401.2）TIM氨基酸序列一致性最高，为

82%。结果表明该序列与其它昆虫 timeless基因有

较高一致性。基于鳞翅目、双翅目的 12 种 timeless

氨基酸序列，以邻接法构建的进化树结果显示，Ms-

TIM 分别聚为两大支，且同一目的昆虫聚为一支。

MsTIM与同为夜蛾科的甜菜夜蛾、棉铃虫及蛀茎夜

蛾的 timeless先聚合，其次与其它科蛾类家蚕、柞蚕

Antheraea pernyi、地中海粉斑螟 Ephestia kuehniella

聚为一支，再次与鳞翅目中黑脉金斑蝶Danaus plex-

ippus、柑橘凤蝶 Papilio xuthus、玉带凤蝶 Papilio

polytes等蝶类聚为一支。而双翅目的黑腹果蝇Dro-

sophila melanogaster与红尾肉蝇 Sarcophaga crassi-

palpis的 tim则聚为另一支（图2）。进化树分析结果

显示 timeless蛋白聚类结果能较好地反映昆虫间的

亲缘关系。

2.2 Mstim基因表达分析

2.2.1 不同发育阶段Mstim基因的表达分析

粘虫Mstim基因表达具有发育阶段特异性，在

成虫期的表达显著高于其它发育阶段，分别是蛹期

及卵期表达量的2.00、2.81倍；蛹期与卵期表达量相

对较高，分别至少为幼虫期的 9.12、6.40 倍（F（8，33）=

18.04，P<0.0001）（图3）。

2.2.2 不同组织Mstim基因的表达分析

粘虫Mstim基因的表达具有组织特异性。Ms-

tim基因的表达量在雌虫的头部及触角最高，其表达

量分别为飞行肌中表达量的2.94、2.11倍，为足表达

量的 4.45、4.48 倍，为卵巢表达量的 5.82、5.85 倍

（F（4，15）=134.17，P<0.0001）。雄虫Mstim基因表达量

最高的组织为触角，其Mstim基因表达量是头部表

达量的 2.17 倍。雄虫精巢、足及飞行肌中的 Mstim

表达量较低，其中飞行肌中表达量为足及精巢的

0.45倍（F（4，14）=20.63，P<0.0001）（图4）。

2.2.3 昼夜节律对粘虫触角Mstim基因表达的影响

粘虫成虫触角的Mstim基因表达具有时间特异

性，雌、雄虫表现了相对一致的变化趋势。雌、雄虫

Mstim基因整体表现为光期中期表达量低于暗期表

达量。光期起始 5 h时，雌、雄成虫Mstim基因的表

达量下降至最低点，分别为光期1 h的0.16、0.17倍，

随后表达量开始升高，在暗期 3 h时表达量达到最

高，分别为暗期5 h的15.75、18.68倍，暗期末期时表

达 量 开 始 下 降（F（5，18）=13.88，P<0.0001；F（5，18）=

15.67，P<0.0001）（图5）。

3 讨论

本研究根据粘虫转录组设计粘虫 timless 基因

引物，成功克隆了粘虫 timless基因的 cDNA全长序

列。蛋白氨基酸序列特征分析显示，MsTIM 具有

TIM 家族典型特征，具有 TIMELESS_C、NLS 及

PIS、PIS_Ⅱ结构域。粘虫 MsTIM 与其它鳞翅目

TIM相似性达 81%以上，说明昆虫 TIM较为保守，

这与甜菜夜蛾（牛小慧等，2012）、家蚕（赵浩勤等，

2008）、果蝇（Sehgal et al.，1994）等昆虫TIM的研究

结果一致，且本研究的系统进化分析结果显示，亲缘

关系较近的昆虫TIM发育树所得位置较近，与传统

形态学分类所得结果一致。
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图1 粘虫Mstim 基因开放阅读框及其推导的氨基酸序列

Fig. 1 ORF region and deduced amino acid sequence of Mstim gene of Mythimna separata

双下划线表示该蛋白与PER互作区域PIS域；阴影部分表示NLS结构；实线框表示TIM的C末端区域；*表示终止密码

子。The double-underlined fragments are two PER interaction sites；NLS is shaded；the TIM protein C terminal region is in the

box；the asterisk indicates the termination codon of translation.
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图2 基于TIM氨基酸序列以邻接法构建粘虫及其相近昆虫的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of TIM from Mythimna separata and related different insect species by using neighbor-joining method

图3 粘虫Mstim基因mRNA在不同发育阶段的相对表达量

Fig. 3 Relative expression of Mstim mRNA in Mythimna separata at different developmental stages

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示用Tukey’s HSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data in the figure are mean±

SE. Different letters indicate significant difference at P<0.05 level by Tukey’s HSD test.

图4 粘虫Mstim基因在雌（A）、雄（B）成虫不同组织中的相对表达模式

Fig. 4 Relative expression patterns of Mstim mRNA in Mythimna separata female（A）and male（B）at different tissues

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示用 Tukey’s HSD 法检验在 P<0.05 水平差异显著。Data in the figure are

mean±SE. Different letters indicate significant difference at P<0.05 level by Tukey’s HSD test.
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图5 粘虫Mstim基因在雌（A）、雄（B）成虫触角中不同时间的相对表达量

Fig. 5 Relative expression patterns of Mstim mRNA in Mythimna separata female（A）and male（B）antennae

at different zeitgeber time points

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示用Tukey’s HSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data in the figure are mean±

SE. Different letters indicate significant difference at P<0.05 level by Tukey’s HSD test.

RT-qPCR 结果表明，粘虫 Mstim 在不同发育阶

段的表达具有显著性差异，成虫期表达量显著高于

其它时期，卵期和蛹期表达量则显著高于幼虫期，这

种趋势和家蚕生物钟基因的表达类似（梁辉，2011）。

作为全变态昆虫，粘虫蛹期开始形成触角、翅、飞行

肌等器官，成虫期组织器官不断成熟，对环境变化也

具有较强响应，节律性行为丰富且明显，如求偶、取

食、迁飞和产卵等，可能是生物钟基因在成虫期表达

量高于其它发育阶段的原因（侯无危，1964；寻慧等，

2013；曾保娟和冯启理，2014）。家蚕 period、timless

基因表达情况由于孵化期诱导滞育的光温变化而改

变，是卵滞育分子网络的上位基因（宋艳，2009；刘仲

敏和张亚平，2001；宋何煜等，2014），因而粘虫生物

钟基因在卵期及蛹期表达除可能参与调节孵化、化

蛹及羽化节律外，还可能参与调节器官发育等功能。

而幼虫期生物钟基因的表达量较低可能由于该时期

神经、生殖等系统尚未发育完全，节律行为表现较弱。

粘虫Mstim基因在头部和触角中表达量较高，

与果蝇 timless表达情况相同，而家蚕及黑脉金斑蝶

中，也表现为头部表达量高于飞行肌、生殖腺等外周

组织（梁辉，2011）。头部作为粘虫神经系统集中的

部位，是行为控制的中枢，头部的外侧神经元被认为

是生物钟调控中心（Myers et al.，2003），而触角中的

感觉系统集中，具有触觉、嗅觉、味觉、感受气流及温

湿度等功能，与昆虫的行为发生密切相关（Sch-

neider，1964；魏延弟，2015）。将具有迁飞习性的黑

脉金斑蝶触角涂黑后，其触角中生物钟基因的表达

节律被打破，并丧失了定向飞行的能力（Guerra et

al.，2012）。因此，粘虫Mstim在不同组织中的表达

差异可能由于头部及触角是行为节律的主要调节器

官。在灰翅夜蛾 Spodoptera littoralis等夜蛾中已发

现 timless的表达与雄虫精子的释放节律有关（Kot-

wica et al.，2009），而在点蜂缘蝽 Riptortus pedestris

中通过基因干扰确定生物钟基因影响了其足表皮的

正常沉积（Ikeno et al.，2010），因此粘虫生殖腺及足

等组织中Mstim基因的表达可能参与粘虫生殖及发

育等方面的节律调节。

在家蚕及鳞翅目大红斑蝶研究中提出的生物钟

调控环路中，crytochrome2、period、timless被CLK与

CYC 形成异二聚体后发生转录，导致 TIM/PER/

CRY1所组成的三聚体结合并积累。三聚体在白天

则由于TIM见光分解而降解，剩余的PER/CRY1聚

合物则对CLK/CYC的形成进行抑制从而调节钟基

因的循环表达（王文栋等，2016）。Mstim 基因的昼

夜表达节律表现为光期表达量下降进入暗期表达量

上升，符合上述环路模型中 timless 变化特征，与果

蝇（周先举等，2005）、黑脉金斑蝶（Guerra et al.，

2012）、甜菜夜蛾（牛小慧等，2012）、地中海粉斑螟

（Kobelková et al.，2015）等昆虫 timless 基因对光照

变化的响应情况基本一致，因此推测 timless在粘虫

中的作用应与其它昆虫相近。粘虫其飞行、觅食及

产卵等活动均发生在暗期，这种节律行为与果蝇等

活动节律一样均受光调节，因此 timless的昼夜振荡

应同样推动粘虫生物钟循环并调节其飞行等行为的

发生时间。粘虫雌虫求偶行为及信息素的释放与雄

虫对信息素的反应也发生在暗期，并表现出相似的

昼夜节律，而这种节律在其它昆虫上证明是内源性

的（侯无危，1964；汪新文和刘孟英，1997；Silvegren

et al.，2005）。在甜菜夜蛾中，已发现信息素结合蛋

白的昼夜表达节律受生物钟基因（period和 timless）



4期 冀佳悦等：粘虫生物钟 timeless基因的克隆及时空和昼夜表达分析 677

的影响（牛小慧等，2012），在对果蝇几个近似种的求

偶研究中发现，它们求偶声节律差别在几十秒内，却

是种间正确识别交配的重要生理基础（Hall & Ros-

bash，1987）。因而Mstim在雌雄粘虫的触角中呈节

律性表达，且表现出相同的相位，可能参与调节信息

素结合蛋白的表达节律，进而影响觅食及求偶行为

的昼夜节律，并提供了同种间正确配对的基础。但

是，同样的 timless基因表达模式如何导致了日行及

夜行不同的行为模式还不明确，需进一步对不同生

物钟进行深入研究（Kobelková et al.，2015）。

本研究首次对粘虫生物钟基因 timeless进行了

克隆，并完成了在不同组织、不同发育阶段及昼夜表

达谱的测定，确定了Mstim的基本性质，对比其它昆

虫生物钟基因的研究，推测Mstim基因同样在粘虫

生物钟回路对节律行为的调节起重要作用。这些结

果丰富了对生物钟基因 timeless的认知，并为进一步

探索粘虫生物钟对其迁飞与生殖等行为的调控机

制，利用生物节律控制粘虫为害提供了理论基础。
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