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Tankyrases的抑制作用于经典Wnt途径: 治疗癌症

的新靶点
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摘要　　Wnt信号途径涉及一系列发育的过程, 其异常激活可以导致多种癌症。《Nature》报道

了一系列作用于Wnt信号途径的新型小分子抑制剂。这些小分子抑制剂的作用目标是端锚聚合酶

Tankyrases, 它负责控制降解Wnt信号途径中的β-catenin。在此过程中, E3泛素连接酶与Tankyrases
的调控也有关联, 泛素化蛋白酶系统起着重要的监管职能。通过这些新型的小分子抑制剂来调控

Wnt信号途径及其核心部件可能为Wnt相关的癌症治疗提供一种新的手段。该文重点阐述了通过

小分子化合物抑制Tankyrases作用于经典Wnt途径及其与癌症治疗的研究进展。
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1   引言
Wnt基因是一种原癌基因, 1982年, 由DasGupta

等[1]从鼠类乳腺癌病毒诱导的小鼠乳腺癌中克隆获

得, 当时被称为int-1基因。经典Wnt信号途径的关键

因子是β-catenin。
在缺乏Wnt信号配体的情况下 , β-catenin主要

存在于轴蛋白抑制剂(axis inhibitor, Axin)、磷酸酪

蛋白激酶1(casein kinase 1, CK1)、糖原合酶激酶3β 
(glycogen synthase kinase 3β, GSK3β)以及腺瘤性息肉

病基因产物蛋白(adenomatous polyposis coli, APC)组
成的降解复合体[2-3]中并被磷酸化。这种磷酸化使它

被E3泛素连接酶βTrCP识别, 泛素化并被蛋白酶体所

降解[4]。通过CK1、GSK3β对β-catenin磷酸化的作用, 
使得游离的β-catenin在细胞质中的水平很低。

在Wnt信号配体存在的情况下, Axin离开降解

复合体进入质膜[5-6], β-catenin随之被降解, 复合体大

量释放, 细胞质中增加的自由的β-catenin蛋白磷酸

化降解过程被阻碍并积聚, 最终进入细胞核与淋巴

增强子结合因子1(lymphoid enhancer-binding factor 
1, LEF1/TCF1)相互作用 , 调节下游基因的表达 [7](图
1)。这些下游基因与许多癌症有牵连[8]。经典Wnt受
体信号通向Wnt信号途径中的关键组件是Axin和Dvl
蛋白。通过一个未知的机制, 受体激活Dvl并促进解

散细胞质内的降解复合体, 并由此磷酸化β-catenin[9]。

TCF则是一类具有双向调节功能的转录因子, 它与

Groucho结合抑制基因转录, 而与β-catenin结合则促

进基因转录。

《Nature》研究报道了一系列作用于Wnt信号途

径的新型小分子抑制剂[10-11]。这些小分子抑制剂的

作用目标是端锚聚合酶Tankyrases, 它负责控制降解

Wnt信号途径中的β-catenin。XAV939和IWR-1-endo
就是两种新型的小分子化合物, 能与Tankyrases结合

并刺激β-catenin的磷酸化。它们对Wnt信号途径的

抑制效果取决于破坏降解复合体中Axin的作用[10-11]。

XAV939可以抑制Tankyrases的活性, 并有可能通过

Axin的聚ADP-核糖基化(PARsylation)来稳定Axin和
抑制经典Wnt信号途径, IWR-1-endo也可以结合并

稳定Axin[11]。这两种化合物在体外可以抑制结肠癌

细胞增殖, 在体内可以抑制斑马鱼尾鳍和肠道组织

再生, 而这两种表型都被经典Wnt信号途径所控制。

Tankyrases是首个被发现的能与端粒酶重复绑

定序列(telomeric repeat binding factor 1, TRF1)结合的

蛋白, 属于聚ADP-核糖聚合酶(poly ADP-ribose poly-
merase, PARP)蛋白家族。人类的Tankyrases1(TNKS1)
和Tankyrases2(TNKS2)也分别被称为PARP-5a和
PARP-5b[12]。它们在调节染色体末端的端粒长度时是

一个关键因素。Tankyrases被证明在端粒维持、姐妹

染色单体分离、通过TRF1 PARsylation(PARP家族酶

裂解NAD+产生ADP-核糖和烟酰胺以及转移ADP-
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核糖到靶蛋白, 产生的翻译后修饰, 简称为PARsyla-
tion)进行的有丝分裂、以及脂肪细胞的葡萄糖转运

过程中起作用[13]。许多PARP蛋白的细胞功能仍不

清楚。

Tankyrases在药学中发挥的重要作用主要体现

在使端粒动态平衡和Wnt信号途径中[14](通过PARsy-
lation共价作用靶定蛋白从而调节其功能[15-16])。这

些特点使得Tankyrases成为了治疗癌症的新型潜在

目标。

端粒酶的活性和Wnt经典途径在控制干细胞和

癌症方面都起着重要作用[17-18]。最近的报道也发现

了端粒酶与Wnt经典途径的关系, 发现β-catenin的突

变可增强癌症中端粒酶复合体亚基Tert[19]的表达上

升并且使得端粒稳定[20]。而TRF1与Wnt经典途径的

A: 在基础水平时, Wnt信号转导正常的情况下, β-catenin存在于一个多元复合物(降解复合体)内; B: Wnt配体存在的情况下, 其与Wnt以及它的

两个共同受体Frizzled和LRP在细胞表面相互作用, 可以促进Frizzled-Dishevel复合体的形成并通过CK1和GSK3β磷酸化LRP。上述这些改变, 
能够允许Axin与LRP的胞内域结合。因此Axin远离了降解复合体并被运往细胞表面, 导致了降解复合体的解离。β-catenin因此被释放, 并进入

细胞核。一旦进入了细胞核, β-catenin可以与TCF1/LEF1的转录因子家族结合从而取代了转录抑制因子, 并激活和促进各种细胞增殖和决定细

胞命运的基因表达。

A: in the basal state, defined by an absence of Wnt signal, β-catenin is held within a multicomponent complex; B: in the presence of Wnt ligand, the cell 
surface interaction between Wnt and its two co-receptors Frizzled and LRP promotes the formation of a Frizzled-Dishevelled complex and the phos-
porylation of LRP by CK1 and GSK3β. These modifications allow for Axin to bind the LRP intracellular domain. Axin is sequestered away from the 
destruction complex, to the cell surface, resulting in the dissociation of the multicomponent complex. β-catenin is freed, and enters the nucleus. Once in 
the nucleus, β-catenin interacts with members of the TCF1/LEF1 transcription factor family displacing transcriptional repressors and recruiting a host of 
co-activators to promote the expression of a variety of proliferative and cell-fate determining genes.

图1　经典的Wnt信号转导途径 
Fig.1　Overview of the canonical Wnt signaling pathway
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关系目前未见报道, 有待于进一步的研究。

2   Tankyrases通过稳定Axin抑制经典Wnt
信号途径
2.1  通过Tankyrases抑制Wnt信号途径的广泛性

无论在果蝇还是哺乳动物中都可以用TNKS1/2 
siRNA的方法来增加Axin的水平并抑制Wnt信号途

径, 证明了Tankyrases在影响Wnt信号途径的作用

方面很保守[11]。Tankyrases通过九个氨基酸序列区

域结合Axin蛋白的氨基末端[11], 而这9个氨基酸序

列区域从果蝇到人类都保持一致。迄今为止, 尽管

有限的研究还不足以将表型与已知相关的Wnt信
号途径缺陷相关联, 但Tankyrases1和Tankyrases2双
敲除的小鼠胚胎在第10天表现出了致死性, 暗示了

Tankyrases对Wnt信号途径调控的重要性[21]。因此, 
在果蝇和小鼠Tankyrases基因的研究中进一步观察

Tankyrases是否能普遍抑制Axin显得尤为重要。

Wnt信号途径在多种人类癌症中发挥了至关重

要的作用。由于这一途径药物的贫乏, 识别和调节

Wnt信号途径的小分子显得格外重要。除了已经报

道的XAV939和IWR-1-endo外, 最近发现[1,2,4]-三氮

唑-3-基磺酰基甲基-3-苯基-[1,2,4]恶二唑抗剂也可

以通过结合新型腺苷抑制Tankyrases1和Tankyrases2
来抑制Wnt信号途径[22]。一系列有关Tankyrases与
Wnt信号途径的文章也陆续被报道, 证明了通过抑

制Tankyrases可以稳定Axin并且抑制Wnt信号途径, 
并提出了通过Tankyrases PARsylation作用的化合物, 
对癌症治疗的研究具重大意义[11]。

虽然最近的研究表明, 利用小分子拮抗剂作用

于细胞中Tankyrases1和Tankyrases2是经典Wnt信号途

径的关键调节点。然而, 在斑马鱼胚胎发育的过程

中, Tankyrases未必是Wnt信号途径的一般或者核心

组件[10]。而在小鼠发育过程中广泛表达的Tankyras-
es1和Tankyrases2对其肾和肺的发育过程就很重要。

Tankyrases的激活可在小鼠肾的发育中阻断Wnt信
号转导产生的效果[23]。另外, 通过激活β-catenin抑
制Tankyrases的作用也展示了其在Wnt信号通路中

的特殊性。在一些类型的细胞中Tankyrases抑制剂

的治疗作用似乎是完全可逆的[23]。这些研究都表明, 
Tankyrases是典型的Wnt信号转导拮抗剂的核心部

件, 其抑制剂应享有广泛的应用。

在小鼠胚胎细胞中, Axin2表现出了组织特异

性, 可以抑制或激活Wnt信号转导[24]。Axin2在人类

不成熟的细胞、新生儿脑白质病变​​(oligo-dendroglial 
progenitors, OLPs)与新生儿缺氧缺血性脑损伤等少

突胶质祖细胞以及在成人多发性硬化病变细胞中都

有表达。Axin2是Wnt信号途径转录激活、负反馈通

路以及促进β-catenin降解的目标基因。小分子抑制

剂XAV939可以通过作用于Tankyrases稳定Axin2水
平, 在大脑和脊髓中加速缺氧和脱髓鞘损伤后的髓

鞘细胞分化[24]。所以, Tankyrases稳定Axin2的功能

也是髓鞘细胞重要的调节机制。本实验室的研究工

作也证实了新型小分子抑制剂(铁离子络合物)能稳

定Axin并抑制经典Wnt信号途径的作用, 具体机制

有待于进一步的探索[25]。

2.2  结合Tankyrases稳定Axin的作用与抑制剂晶

体结构有关

在以HEK293细胞为基础的化合物筛选中, 发现

了XAV939是一种结构独特的Wnt信号抑制剂。其与

IWR-1-endo都可以抑制Tankyrases, 并通过稳定Axin
来抑制Wnt信号途径中β-catenin的水平[11]。这两种

化合物不仅在细胞中可以抑制Wnt信号转导, 而且

在有APC突变的能形成高的β-catenin信号的DLD-1
和SW480结肠癌细胞株中也能发挥作用, 甚至在缺

乏APC功能的细胞中也能发挥作用[10-11]。APC活性

增强可以刺激β-catenin被GSK3β磷酸化, 从而促进

β-catenin的降解, 在β-catenin的稳定性中起负调节作

用。反之, 如果APC表达缺失可以使β-catenin在核内

积聚, 进而激活相关靶基因的转录。在大部分的结直

肠癌中均可以检测到APC基因的突变。也有文章指出, 
IWR-1-endo作用于Axin的方式不同于XAV939[26]。

既然XAV939、IWR-1这些小分子化合物能够

稳定Axin, 那么它们结合Tankyrases的精确机制需要

有晶体结构的研究来支持, 这将有助于未来能更有

效、更合理地设计下几代Tankyrases抑制剂。

最近一篇研究晶体结构的文章指出, NAD+、

烟酰胺、IWR-1、PARP抑制剂1和PARP抑制剂2与
Tankyrases2的结合诱导了特定的构象变化, 揭示了

Tankyrases底物结合环的灵活性并解释了Tankyrases
现有的结构与活性之间的关系[27]。观察烟酰胺复合

物与NAD+处理过的晶体TNKS2作用证实了之前设

想的抑制剂的结合位点是正确的。揭示蛋白酶裂解

的蛋白被激活不会破坏晶体结构并可容纳抑制剂, 
以及酶裂解可能影响受体结合位点靶蛋白的亲和
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力, 但并不直接影响利用PARP结合点的抑制剂。

TNKS2与PARP选择性抑制剂1的复合物结构

显示了PARP1和PARP2相互作用的方式大多是保守

的。PARP抑制剂1诱导TNKS2 D-环区域开放, 成
为不封闭的构象。这种开放式的结构是底物结合

所需要的, 结合NAD+就需要这样的开放结构[28-29]。

PARP抑制剂2不使用烟酰胺结合位点, 而使用大部

分PARPs其他抑制剂的结合位点。PARP抑制剂2结
合导致的结构变化同样也影响烟酰胺结合位点, 更
重要的一点是, 这会诱导D-环区域的开放。TNKS2
和PARP抑制剂2之间独特的相互作用定义了一个通

过设计监管D-环区域来控制PARPs抑制剂的新药物

模型, 此研究还提出, IWR-1抑制剂是与Tankyrases
中并不广泛使用的烟酰胺结合位点结合的, 指出

IWR-1抑制剂的研究对PARP抑制剂结构方面的研

究具有重要的意义[27]。

IWR-2与Tankyrases1复合物的研究也为Tankyr-
ases晶体结构的重要性提供了一个有力的证据, 指
出IWR-2不是与烟酰胺结合位点结合, 而是与其他

的位点结合, 其不同于XAV939与Tankyrases的结合位

点, 揭示IWR化合物可能是Tankyrases的非竞争性抑

制剂, 为Tankyrases抑制剂的进一步发展提供了线

索[30]。

XAV939作为Tankyrases2的高效抑制剂, 也为

Tan-kyrases晶体结构的研究提供了依据, 同时还指

出, XAV939与Tankyrases1结合时, 为了适应抑制剂

D-环必须是灵活的[28]。

Tankyrases蛋白质参与了两个端粒酶的调控, 也
参与了Wnt信号途径的调控。端粒酶还可参与共同

激活皮肤和肠道干细胞中的Wnt信号[26]。Tankyrases
和端粒酶之间, 端粒酶在维护干细胞中Wnt信号的

两个进程之间或许比我们目前所理解的更为密切。

发现XAV939和IWR-1结合Tankyrases的作用更是代

表了在两种化合物研究方面的重大进展和了解Wnt
信号途径研究机制上的重大进步。总之, 这两种化

合物都是通过作用于Tankyrases从而稳定Axin来抑

制Wnt途径的。

2.3  Tankyrases耦合Axin调节Wnt信号途径与RNF-
146泛素化途径有关

Tankyrases是如何使Axin蛋白稳定并且积累的, 
以及这个过程如何影响了Tankyrases的功能与水平, 
目前也正在研究中。经典Wnt信号转导控制细胞内的

β-catenin蛋白水平, 并依赖于降解复合物使β-catenin磷
酸化, 使之成为泛素化和蛋白酶体降解的目标。Axin
功能的消失是通过重新定位Axin蛋白并与Wnt信号受

体配合来使Wnt信号转导被激活的。受Tankyrases介
导的PARsylation破坏了Axin的功能和促进了Wnt信号

转导, 提高了Axin1和Axin2蛋白的水平[31](图1)。
通过RNAi筛选, 确定了RNF146环型泛素E3连接

酶作为Wnt信号途径中的正调控因子, 它可以通过

Tankyrases稳态调节Axin保持较低的蛋白水平而促

进Wnt信号转导[31]。RNF146是细胞质蛋白, 可防止

Tankyrases蛋白质在中心体的位置聚集[31]。RNF146
可直接PARsylation, 通过其WWE的区域促进蛋白质

的降解。Tankyrases自动PARsylation和Axin的PAR-
sylation的过程是已知的, 可以介导蛋白酶降解这些

蛋白质, RNF146被识别为一个PARsylation导向的E3
连接酶, 并由此建立了一个与Tankyrases依赖PARsy-
lation泛素化相关的分子机制。 RNF146依赖的蛋白

降解可能作为Tankyrases发挥其主要功能的一个机

制。RNF146介导此过程证明了通过泛素化也可以

调节Wnt信号转导。

通过泛素化/蛋白酶降解途径降解磷酸化的

β-catenin, 使细胞质β-catenin蛋白保持在一个较低的

水平。Axin的PARsylation是通过Tankyrases依赖性模

式的。无论在体外还是体内, Axin的PARsylation都需

要通过蛋白酶来完成其随后泛素化和降解过程[11]。 
当化合物通过抑制PARsylation、Tankyrases1、Tan-
kyrases2并稳定Axin时, 这两个Tankyrases亚型在

Axin的高度保守结构域相互作用, 并通过泛素–蛋白

酶体途径促进Axin的降解。促进Tankyrases Axin的
泛素化和降解, 至少部分是通过Axin直接的PARsy-
lation[11]。液相色谱–串联质谱在分析Wnt信号途径中

纯化的Axin蛋白复合物中泛素蛋白酶的作用时, 揭
示了泛素蛋白酶USP34的存在。USP34作用于Wnt
信号途径中的降解复合物, 通过与Tankyrases依赖的

泛素化过程相拮抗来稳定Axin。此过程要求严格控

制Wnt信号转导中Axin的动态平衡, 用RNAi去影响

USP34功能将导致Axin的降解和β-catenin介导的转

录被抑制[32]。

RNF146还可使Tankyrases1、Tankyrases2蛋白不 
稳定。在它们的相互关系中, Tankyrases的激活降低

了RNF146蛋白的水平。RNF146、Tankyrases、Axin
形成了一个蛋白复合物。RNF146通过蛋白酶体降
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解调节了这三种蛋白的泛素化过程。Axin的稳定性

可由Tankyrases调控, 其浓度限制了β-catenin破坏复

合物的组成部分[31]。然而, Tankyrases依赖PARsyla-
tion耦合Axin泛素化和降解的分子机制却仍然有待

于研究。

3   结语与展望
迄今为止, Axin的稳定调控仍然有许多地方不

清楚。(1)Tankyrases如何通过PARsylation破坏Axin; 
(2)为什么需要Axin的PARsylation, 是否与泛素化相

关途径的需要有关; (3)Axin蛋白磷酸化显著增加磷

酸化CK1和GSK3的稳定性, Axin也许作为它们的

激酶[33]; (4)Wnt信号转导是否会影响Tankyrases的活

性或功能; (5)Tankyrases在体内对于Wnt信号途径的

作用仍不清楚; (6)Wnt信号途径在干细胞中的基本

特征调控与老化/衰老两个进程之间的关系也许比

我们目前了解的更为密切。

像Wnt这样逐渐发展的重要的信号途径, 可以

协调细胞迁移、增殖、黏附和死亡的过程, 不仅在

发育的过程中有重要作用也在组织动态平衡中起

作用[7]。当一个Wnt信号通路失调时会导致各种病

理性症状。这些情况包括各类癌症[34]、失去组织的

动态平衡引起的各类疾病[35]。这些疾病主要被经典

Wnt信号途径中各类信号诱导的增殖和抗凋亡基因

所调控。激活经典Wnt信号途径而引起癌症的例子

包括乳腺癌、肺癌、前列腺癌、卵巢癌、甲状腺及

各种其他癌症[36-39]。APC的突变就能激活Wnt信号

转导和引起大多数结肠癌[40]。

这些结果表明, Tankyrases抑制PARsylation的
机制可能为癌症治疗做出贡献[41]。鉴于Wnt信号途

径被激活所导致的这些疾病, USP34抑制剂的发展

可以为之提供一种新的治疗手段​​。XAV939、IWR-1-
endo可以通过Tankyrases使得Axin稳定。发现抑制

Tankyrases可以在新生儿缺氧后无法形成新的髓鞘

时促进髓鞘形成, 标识了Axin2扭转的少突胶质细胞

系细胞的分化块将被作为一个潜在的治疗目标[24]。

Tankyrases1的mRNA和蛋白在人类星形细胞瘤中的

表达水平显著高于正常脑组织, Tankyrases1上调和

星形细胞瘤病理分级之间也有着显著关联。此外, 
β-catenin的免疫杂交实验也证实了Tankyrases1的变

化趋势。这项研究为Tankyrases1在星形细胞瘤的发

生和进展中参与了Wnt信号转导提供了证据[42], 暗

示了Tankyrases可能在星形细胞瘤的发生过程中起

着关键作用。

总之, 小分子抑制剂与Tankyrases的结合诱导

了特定的构象变化, 揭示Tankyrases底物结合环的

灵活性并解释Tankyrases现有的结构与活性之间的

关系, 定义了一个通过设计监管D-环区域来控制

PARPs抑制剂的新药物模型。Tankyrases通过PAR-
sylation破坏Axin作用于经典Wnt信号途径以及其靶

点的研究将为癌症治疗做出贡献。
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Effect of Suppressing Tankyrases on Canonical Wnt Pathway: A New Target 
for the Treatment of Cancer

Bao Renyue1, Yan Xiaojun1,2*, Liu Jianxin1*
(1College of Animal Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China; 2Key Laboratory of Marine Biotechnology, 

Ningbo University, Ningbo 315211, China)

Abstract        Wnt signaling is involved throughout development and maybe inappropriately activated in a va-
riety of human cancers. New study in Nature has identified small molecule inhibitor for Wnt pathway. Those inhibi-
tors target an unsuspected cellular enzyme, Tankyrases, which controls the destruction of a β-catenin destructor. E3 
ubiquitin ligases have been implicated in its regulation. The ubiquitinproteasome system plays important regulatory 
functions in Wnt pathway by regulating the activity of several of its core components. The development of small 
molecule inhibitors may offer a novel therapeutic opportunity. In this review, we focus on the roles of how small 
chemical affect Tankyrases to inhibit canonical Wnt signaling.
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