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WNKi敖酶的研究进展
张肿陈楠*

(上海交通大学医学院附属瑞金医院肾内科，上海 200025)

摘要 WNK 家族是近年来新发现的一类丝氨酸/ 苏氨酸蛋白激酶，因其激酶结构域第 2 亚

单位上缺乏其他激酶所具有的用来结合 ATP 的赖氨酸残基而得名 。 哺乳动物的 4种 WNK激酶都

由氨基端结构域，高度保守的丝氨酸 / 苏氨酸激酶结构域，自抑制结构域和至少两个螺旋 - 螺旋结

构域组成。 WNKl 基因第一内含子的大片段缺失和 WNK4 螺旋 - 螺旋结构域一段高度保守区域的

错义突变，可导致 Gordon 综合征，进一步研究发现 WNK激酶能调节肾小管多种离子转运蛋白和

离子通道，以维持电解质平衡。 它不仅是遗传性高血压 Gordon 综合征的致病基因， 而且可能参与

原发性高血压的发病 。 此外， WNK激酶还与信号转导，细胞生长、凋亡和胚胎发育有关。

关键词 WNK激酶; Gordon 综合征; 高血压;离子转运

2000 年， Xu 等川从大鼠脑 cDNA 文库中筛选

MEK激酶家族新成员时发现WNK1 ， 它是WNK家族

中第一个被发现的成员 。 以前发现的几乎所有的蛋

白激酶在激酶结构域第 2 亚单位(ß3 链)都有一个赖

产 氨酸残基，它参与结合 ATP 及随后的激酶磷酸化作

用，而在 WNK激酶，此处高度保守的赖氨酸残基被

半脱氨酸残基所替代，因此得名 With No K kinase(K 

为赖氨酸缩写)，取首字母缩略为 WNK[21。进一步研

究发现WNKl 结构域第 1 亚单位。2 链)的赖氨酸残

基取代甘氨酸残基，与 ATP 结合并发挥磷酸化作用，

此位点的氨基酸残基改变将使WNK激酶完全丧失激

酶活性，即使将 自3 链上的半脱氨酸残基换回赖氨酸

残基，激酶活性也不能恢复。随后 WNK家族的其他

3 个成员 WNK2 ， WNK3 , WNK4 相继被发现，它

们都具有以上相似的结构和功能特点。由于低等生

物如酵母和细菌基因组不含 WNK激酶，而几乎只有

哺乳动物存在全部的 4 种 WNK激酶，所以 WNK激

酶是生物进化过程中较晚出现的、存在于复杂真核

生物体的蛋白质问。

1 WNK;敷酶的结构

所有哺乳动物的 WNK激酶都有一个短的氨基

端结构域，高度保守的丝氨酸/苏氨酸激酶结构域，自

r 抑制结构域和至少两个螺旋 - 螺旋结构域。 WNK激

酶结构域第 1 亚单位(自2 链)的赖氨酸残基发挥结合

叫 ATP 和磷酸化的作用 。 激酶结构域的下游是自抑制

结构域，通过自抑制结构域的自磷酸化，使WNK激

酶自身处于低活性状态。如 WNKl 第 378 位丝氨酸

残基的自磷酸化可减低WNKl活性达50%， WNKl第

382 位丝氨酸残基的自磷酸化可使 WNKl 活性降低

至野生型的 1 %-3% 0 WNK激酶的自抑制结构域除

了对自身的抑制作用，还能对其他种类 WNK激酶产

生交互抑制，如WNKl的自抑制结构域可抑制WNK4

和 WNK3， WNK4 的自抑制结构域也能抑制 WNKl [41 。

WNK激酶的竣基端是两个螺旋-螺旋结构域， 参与与

其他蛋白质的结合(图1) 。

WNKl 包括 150 kb 的基因组序列，由 28 个外显

子组成，有多个转录起始位点，在不同的组织有不同

的转录产物[51。全长的 WNKl (full-length WNK 1, L

WNK1)有 12 kb，广泛表达在人的多种组织中， 于心

脏和骨髓肌有较高表达。肾内表达占优势的 WNKl

较 L-WNKl 短，它从第 4 个内含子开始转录，没有完

整的激酶结构域，称为肾特异的 WNKl (kidney

specific 引TNK1 ， KS执牛~Kl)。在肾内， KS-WNKl 的

表达是 L-WNKl 的大约十倍[6.7 1 ， L-WNKl 表达量虽

低，但在肾内广泛表达，而 KS-WNKl 的表达仅限于

远端肾单位。值得一提的是， KS-WNKl 在远端肾单

位的表达是不均一的，在远曲小管处表达最高，到连

接管和皮质集合管处逐渐降低。 此外， WNKl 还有

一些少见的、可能是组织特异的截短形式，这些截

短形式的 WNKl 的目的和功能尚未搞清。 免疫染色
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Kinase domain : 激酶结构域

autoinhibitory domain : 自抑制结构场

C I 、 C2 蝶旋-螺旋结构域

图 1 WNK i敖酶结构示意图[121

发现 WNK1 在不同组织的定位也有所不同，在肾脏、

结肠黠膜上皮和胆囊， WNKl 主要位于细胞质， 然而

在肝内胆管和膜管 WNKl 主要位于侧边膜[创。

WNK2由 2216 个氨基酸残基组成，其基因位于

染色体 9q22.31 ， 其组织定位目前还不清楚。

WNK3 的基因组序列长 165 kb ， 包含 24 个外显

子[町，有基于 18 号和 22 号外显子的两个不同转录

本。 WNK3 的表达量很低 Northern 分析常检测不

到，但 RT-PCR 显示在所有组织都有表达， 胎儿组织

中的表达更为明显。带 18 号外显子的 WNK3 只在

脑组织可以检测到。值得注意的是， WNK3 基因位

于X染色体，和WNK2的 9q22.31位点是同线基因， 提

示WNK2和 WNK3 来源于同一个祖先基因 。 由于在

蠕虫和两翼昆虫WNKl 是唯一存在的 WNK激酶，有

人甚至推测 WNK2 ， WNK3 , WNK4 来源于共同的

祖先基因 WNK1 。

WNK4 全长 16 kb ， 包括 19 个外显子，几乎只在

肾脏远端肾单位表达[ 1 0]。在远曲小管主要表达于细

胞间连接处， 而在更远端肾单位， WNK4 在细胞质内

表达增多。 近年来发现， WNK4 在一些肾外组织如

血脑屏障、结肠、膜 、 胆管和附辜的分泌性上皮

内都有表达[ 11 ] 。

2 WNK~敷酶与 Gordon综合征
肾每天大约过滤 170 L 血浆，其中含 23 mol 盐 。

过滤的盐份中超过 99.5% 的盐份要被重吸收以维持

盐平衡，这个重吸收是通过沿着肾小管分布的各种离

子通道、 交换子和转运子来实现的。其中 60% 的

纳在近端小管，主要依靠 Na+剧+交换重吸收; 30% 在

髓拌升支粗段， 主要依靠 Na-K-2Cl 共转运子 -2 (Na

K-2Cl cotransporter么 NKCC2)重吸收; 7% 通过远曲

小管铀氯共转i孟子(sodium-chloride cotransporter, 

NCC)重吸收;2%通过皮质集合管的上皮细胞铀通道

(epithelial sodium channel, ENaC)重吸收。尽管在远 t

曲小管和皮质集合管重吸收铀的比例较小，由于

ENaC 和 NCC 的活性受 RAS 系统调节，所以远曲小

管和皮质集合管部位在盐平衡和血压维持中起重要

作用 。

1964 年， Paver 等[ 13]第一次报道了一例高血压伴

高饵的男性患者， Gordon 等[ 14]于 1988 年报道了它的

遗传方式是常染色体显性遗传，井命名为 Gordon 综

合征。该病患者血醒固酣水平以正常血钢的标准衡

量表现为正常或升高，然而用硫酸聚苯乙烯铀阳离子

交换树脂使高血饵纠正后血腥固酬降至很低的水平，

故此病又被命名为假性醒固酣减少症 II 型

(pseudohypoaldosteronism type II, PHA2， 命名 II 型为

与另一疾病假性醒固酣减少症 I 型相区别)，表现为

高血压、 高血伺而肾小球滤过率正常的三联征，部分

患者还有高氯血症和远端性肾小管酸中毒。 20∞01

年， Wilso∞n等发现[1ω叭0

含子的大片段缺失和 1口7 号染色体WNK4基因激酶结 J 

构域下游一段高度保守区域的错义突变，可导致Gordon
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张 到中等:WNK激酶的研究进展

综合征 。 由 WNKl 内含子缺失所导致者命名为

PHA2C, WNK4错义突变导致者叫做PHA2B ， 此外还

有少数患者是由 1 号染色体q31-q42 区域的突变所致

命名为 PHA2A。还有一些家系其基因突变位点分析

与 1 、 2 、 17 号染色体都不相关，提示还有第 4 个

突变位点[15J 。 故 Gordon 综合征是一种异质性的疾

病，多个基因位点的突变都可以致病 。 Gordon 综合

征的症状与另一种遗传性肾小管疾病 Gitelman 综合

征正好相反，后者己证实是 NCC "失功能性"缺陷

所致， 且 Gordon 综合征对 NCC 抑制剂喔嗦类利尿剂

效果较好，提示NCC参与 Gordon综合征的发病， Gor

don 综合征是 NCC "获功能性"疾病[16.17 J 。 随后

的研究发现WNK4能降低NCC在细胞膜表面的表达，

抑制 NCC 功能。在 PHA2B. WNK4基因错义突变位

于激酶结构域下游的编码带电荷氨基酸的高度保守

的序列(EPEEPEADQH)，或更下游的螺旋 - 螺旋结构

域。 由于致 PHA2B 的 WNK4 突变体抑制 NCC 的作

用减弱，导致 NCC 活性增加而致病; PHA2C 由于基

因突变位于L-WNKl 的内含子，其引起高血压的机制

起初让人困惑。 后发现 L-WNKl 的 1 号内含子的片

段缺失导致患者外周血白细胞 L-WNKl 的 mRNA表

达增加到5倍[闷。由于L-WNKl 能抑制WNK4对NCC

的作用， L-WNKl 的高表达可导致WNK4对抑制作用

减弱，亦导致 NCC 活性增加而致病 。

3 WNK;敖酶与离子转运

自从发现WNK激酶是 Gordon 综合征的致病基

因后， WNK 激酶对肾脏离子转运蛋白、离子通道影

响的研究成为热点。现在发现， WNK4 对多种离子

通道或转运蛋白都有作用 。 它可抑制 NCC、肾外

髓饵通道(renal outer medullar potassium channel , 

ROMK)活性，增加细胞间氯离子流。 WNK4 还可使

细胞膜上Na-K-2Cl共转运子 - 1 (Na-K-2Clco位ansporter-

1, NKCC1 )表达下降抑制 NKCC l 功能，并减少 Cl-j

HCO;-交换; L-WNKl 对 NCC 没有直接影响，仅在

WNK4存在的情况下能完全阻断 WNK4 对 NCC 的

作用 。 L-WNKl 促进 ENaC 和 NCC 介导的 Na+ 转运，

前者通过 SGK1，后者通过阻断 WNK4; 由于 WNKl

和 WNK4 都能抑制 ROMK活性，所以它们在抑制饵

分泌上有协同作用 。 KS-WNKl 则能抑制 L-WNK1 ，

使 WNK4活化[I B] ; 近来有报道WNK3 可激活NKCC2

和NCC，而无激酶活性的WNK3则对NKCC2和NCC

起抑制作用 [19J 。
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4 明TNK4与原发性高血压

有人证实，野生型 WNK4 基因剔入的转基因动

物的血压降低，血饵也降低，而致 Gordon 综合征的

WNK4 突变基因剔入的转基因动物的血压和血饵都

升高，有力证明了 WNK激酶是调节血压和电解质的

关键蛋白质[20J 。 原发性高血压作为一种多基因缺陷，

WNK激酶特别是 WNK4 可能是缺陷基因之一。有

证据表明第 17 对染色体的特定区域包含能影响血压

的基因。有研究发现，自发性高血压大鼠的一个数

量性状遗传位点位于大鼠第 10 对染色体， 对应于人

第 17 对染色体，与高血压有关。 人类高血压家系的

基因组扫描也发现第 17 对染色体的数量性状遗传位

点 。 Erhlich 等[2 1J在美国黑人高血压患者中发现 8 个

WNK4 的单链核昔酸多态性(SNP)，在美国白人高血

压患者中发现 1 个 WNK4 的 SNP(位于 10 号内含子，

G • A) o 956 例日本高血压或肾衰竭患者的基因扫

描发现 3 个新的非同义 SNP，分别位于 WNK4 的第 7

和 17 号外显子， M546V 和 P556T位于第 7 号外显子，

P1173T 位于第 17 号外显子 。 然而这些突变位于致

PHA2B的错义突变的高度保守序列之外， 有这些突变

的患者也没有类似于 Gordon 综合征的症状，所以这

些突变的意义还不清楚[22J 。

由于先天性中风倾向的自发性高血压大 鼠

(SHRSP， 有高血压)和它的前身 Wistar-Kyoto 大 鼠

(WKY，无高血压)在 WNK4 的编码序列上并无区别，

所以 WNK4 的基因突变并非 SHR 大鼠高血压的原

因。这两种大鼠肾内表达WNK4 的水平也没有差别[叫。

所以，目前的研究并不支持WNK4是原发性高血压患

者普遍存在的致病基因。

5. WNKi敖酶和信号通路

MAPK 级联反应是多种信号通路如细胞周期、

凋亡和细胞增殖的关键步骤。这个途径首先由

MAPK激激酶(MAP3K或MEKK)作用于MAPK激酶

(MAP2K 或 MEK)，后者再磷酸化 MAPK。有人将

WNKl 的 1 -555 片段(包含激酶结构域和 自抑制结构

域)转染入HEK293细胞，对MAPK途径的活化没有影

响 。 用不包含自抑制结构域的 WNKl 激酶结构域

1-491片段研究发现它能激活表皮生长因子受体激酶

5 (ERK5 ) [24J o WNKl 1-491 片段与 MEKK2 和

MEKK3相互作用， 通过特异的PBl结构域导致ERK5

磷酸化和激活，最终激活 MEK5 激酶[剧。用 RNA 干

扰下调WNKl表达也能抑制EGF引起的ERK5活化。
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可见WNK激酶参与与细胞生长存活有关的信号转导

通路， WNKl 能与 MEKK2 和 MEKK3 相互作用，是

ERK-5 MAP 通路的上游激活蛋白。此外还发现

WNK家族另一成员 WNK2可抑制 MEKl厄RK1I2通

路，抑制细胞增殖[26J o WNK激酶还可能参与其他的

信号通路。有研究发现[27JWNKl 激酶结构域是蛋白

激酶 B 磷酸化的靶点， WNKl 依靠氨基端的 SH3 结

构域与蛋白激酶 B 相互作用。脯氨酸丙氨酸丰富激

酶(SPAK)是另一种丝氨酸苏氨酸激酶， 结构与 WNK

激酶相似，在转运上皮广泛表达。这种激酶与数种

阳离子 / 氯离子转运蛋白结合被认为是MAPK信号

途径的一个支架蛋白 。 WNK4和 WNKl 都包含推测

的SPAK结合结构域RlK乎x-V/I，酵母双杂交实验显

示 WNK4 与 SPAK 的竣基端相结合。 最近有报道，

WNKl 能激活 SPAKI应力反应性激酶(OSRl kinase) , 

继之磷酸化 NCC，导致高血压[28.29J。这个发现可能

有助于最终阐明 WNK 激酶调控离子转运的机制 。

6 其他
在远侧肾单位上皮细胞间的紧密连接处， WNK4

与紧密连接蛋白 ZO-1 共定位， 后者是关键的支架蛋

白。 WNK4 和 ZO-1 相互作用可能需要其他辅助蛋

白的参与，有人推测正是一种或多种的辅助蛋白的变

异导致了 PHA2A 或第四种 PHA2 。

WNKl基因对正常胚胎发育十分重要， WNKl剔

除的纯合子小鼠会宫内死亡 。 杂合子可以生存，

WNKl 的 RNA 表达量会减少 50 % 。值得注意的是

这些杂合子的血压会比野生型的低 12 mmHg 。 尽管

WNKl 表达下降也应可引起伴随 NCC表达下降的电

介质改变，但对这些动物的血尿化验却未见异常[30J 。

7 展望
NCC早已作为药物治疗高血压的靶点。 唾嗦类

利尿剂可能作用于 NCC 的第 4 个跨膜结构域的某些

氨基酸残基[3l]，抑制氯结合导致 NCC抑制， 是美国高

血压预防、 诊断、评价与治疗联合委员会的第七版

指南(JNC VII)推荐的治疗高血压的一线药物[32J。然

而唾嗦类利尿剂的应用可激活肾素-血管紧张素-醒

固酣系统活性，导致 ENaC 的激活而引起继发性铀重

吸收增加[33] ; 而且唾嗦类利尿剂有代谢方面的副作用，

特别是对于糖代谢，限制了它的长期临床使用[刊。

以 WNK激酶作为靶点，通过调节NCC表达来直接调

·综述-

节 NCC 功能来治疗高血压是一个值得尝试的方向 ，

然而 WNK激酶的功能现在发现越来越广泛，可能会

限制针对 WNK 的药物的临床使用，因此WNK激酶

是否能作为靶点应用于高血压的治疗还有待进一步

研究 。

总之， WNK激酶发现的数年来，关于WNK激酶

的研究成为一个热点，它在调节肾小管上皮细胞电解 A 

质转运，以及细胞信号转导中的作用机制正逐渐得到

阐明，它在高血压发病中的地位以及是否能成为药物

治疗靶点还有待于将来研究的进一步深入来找到答

案 。
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Abstact The WNK kinases are a small group of serine/threonine kinases found in recent years , without a 

--- catalytic lysine residue in subdomain II which is necessary for other kinases to co-ordinate ATP. A1l 4 members of 

认啊K kinases in marnmals contain a amino-terminal domain, a highly conserved serine/threonine kinase domain, and 

at least 2 coiled-coil domains. Large deletions within the first intron in WNKl or missense mutations in a highly 

conserved domain of coil-coiled domain of WNK4 can cause Gordon's syndrome. Further study discovered WNK 

kinases can regulate multiple transporters and ion channels on the renal tubular epithelial cell to maintain electrolyte 

balance. WNKs are not only disease-causing gene of the rare monogenic hypertension syndrome of Gordon's 

syndrome, but also candidate genes for essential hypertension. Furthermore，引牛~K kinases also affect signal conduction, 

cell growth and apoptosis and are essential for normal embryonic development. 
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