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摘 要 

Axin 是一种抑癌基因，在胚胎发育过程中控制体轴的形成。Axin 是一种多

功能的构架蛋白，在许多重要的信号传导途径中扮演着重要的角色：在 Wnt 信

号通路中，Axin 作为负调控因子与 APC（adenomatous polyposis coli），GSK-3β

（glycogen synthase kinase-3β），β-catenin 形成蛋白复合体下调 β-catenin 的水平；

在 JNK 信号通路中，Axin 与 MEKK1 或 MEKK4 相互结合，激活 JNK，诱导细

胞凋亡；在 TGF-β信号通路中，Axin 通过与 Smad3 调节 TGF-β的转录活性；在

p53 信号通路中，Axin 与 p53，HIPK2（homeodomain-interacting protein kinase-2）

形成三聚体复合物，调节 p53 的转录活性。这些信号途径对细胞的各种生理过程

如细胞的生长，增殖，分化，癌变，凋亡及细胞周期起着重要的调控作用。 

目前我们对 Axin 与 JNK 的三级激酶 MEKK1 或 MEKK4 形成复合物继而

激活 JNK 的分子机制有了清楚的认识，但对 Axin 与 JNK 的二级激酶 MKK4 和

MKK7 的关系还不清楚。因此，本论文采用生物化学，分子生物学和细胞生物学

的方法对 Axin 与 JNK 的二级激酶 MKK4 和 MKK7 的关系进行研究和阐述，进

一步揭示 Axin 激活 JNK 的完整分子机制。本论文发现：（1）Axin 不能与 MKK4

和 MKK7 直接相互结合。（2）在 293T 细胞中采用 RNA 干扰的方法特异性地分

别抑制 MKK4 和 MKK7 表达后，Axin 激活 JNK 的程度有明显的差异。当 MKK4

和 MKK7 的表达同时被抑制，Axin 基本不激活 JNK。而在 MKK7 的表达被抑制

时，Axin 对 JNK 的激活程度明显小于当 MKK4 的表达被抑制时。也就是说，

Axin 需要 MKK4 和 MKK7 对 JNK 大程度的激活，但 MKK7 在这一过程中起

关键作用。（3）利用鼠胚胎成纤维野生型细胞、缺失 MKK4 基因的鼠胚胎成纤

维细胞和缺失 MKK4 和 MKK7 基因的鼠胚胎成纤维细胞证明了 Axin 在激活 JNK

的过程中对 MKK7 具有强烈的依赖性。（4）在上述野生型和基因敲除型细胞中，

我们对比了 Axin 与 Dishevelled，LMP-1 及山梨醇（Sorbitol）激活 JNK 的程度，

进一步证实了 MKK7 在 Axin 激活 JNK 过程中的重要性。（5）采用荧光染色技

术，对 Axin 诱导上述细胞凋亡率的统计，证明 Axin 主要通过 MKK7 来激活 JNK

而诱导细胞凋亡。 

本论文还对 Axin2 激活 JNK 的分子机制进行了初步的研究和阐述。Axin2

与 Axin（Axin1）具有较强的同源性，在生物学功能上也类似。本论文发现：Axin2
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能较强程度地激活 JNK；Axin2也能与MEKK1及MEKK4直接相互结合；MEKK1

和 MEKK4 的显性负作用突变体能有效地抑制 Axin2 对 JNK 的激活；通过对

MEKK1 在 Axin2 上激活区域的初步定位，发现 MEKK1 在 Axin2 上的结合区域

在 C 末端，不同于 Axin1（在 N 末端）。 

综上所述，本论文发现 Axin 在激活 JNK 的过程中，二级激酶 MKK7 起了

关键作用，完善了 Axin 活化 JNK 的分子机制，揭示了 Axin 激活 JNK 的复杂性。

另外，本论文还就 Axin2 激活 JNK 的分子机理进行了初步探索，丰富了 Axin/JNK

信号通路的相关知识，对充分认识 Axin 作为多功能构架蛋白在多种信号传导途

径中的整合作用及其生物学效应具有重要意义。 

 

关键词：Axin；MKK4；MKK7；JNK； 
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Abstract 
Axin is a tumor suppressor gene, which plays a critical role in controlling axis 

formation during embryonic development. Axin serves as a scaffold protein in at least 

four different signaling pathways: Wnt, JNK (c-Jun NH2 terminal MAPK), TGF-β 

(transforming growth factorβ) and p53 signaling pathways. In the Wnt signaling 

pathway, Axin negatively regulates β-catenin by forming a large multimeric protein 

complex with APC (adenomatous polyposis coli), GSK-3β (glycogen synthase 

kinase-3β), β-catenin. In JNK signaling, Axin activates JNK by directly binding to 

MEKK1 or MEKK4. In TGF-β signaling, Axin enhances the transcriptional activity of 

Smad3. In addition, Axin regulates the transcriptional activity of p53 by forming a 

protein complex with p53 and HIPK2 (homeodomain-interacting protein kinase-2). 

These different signaling pathways control a spectrum of cellular processes, including 

cell proliferation, differentiation, transformation, apoptosis, and cell cycle arrest. 

Axin employs different regions to bind to MEKK1 or MEKK4 to activate JNK. 

Both MEKK1 and MEKK4 are JNK MAPK kinase kinase. The relation between Axin 

and JNK MAPK kinases (e.g. MKK4 and MKK7) is unclear. In this study, I have 

showen that (1) Axin can not bind to MKK4 and MKK7 directly. (2) In 293T cells, 

knockdown of MKK4 and MKK7 by using RNA interference has differential effect on 

Axin-mediated JNK activation. Axin requires both MKK4 and MKK7 for maximum 

activation of JNK. Depletion of MKK7 by pSUPER-directed siRNA dramatically 

diminishes activation of JNK by Axin, indicating that MKK7 contributes more to 

Axin-mediated JNK activity than MKK4 does. (3) I also found that Axin depends on 

MKK7 in MEF (murine embryonic fibroblast) wild type cells, MEF MKK4-/- cells 

and MEF MKK4/7-/- cells. (4) In MEF MKK4-/- cells, the extent of JNN activation 

mediated by Axin is greater than LMP-1 (Latent Membrane Protein 1), sorbitol and 

Dishevelled. In other words, MKK7 plays a key role in Axin-mediated JNK activity. 

(5) MKK7 contributes more to Axin-mediated cell death through activation of JNK 

than MKK4 does. 

Upon completion of the studies on MKK4 and MKK7 function in the Axin/JNK 

signalling pathway, I studied another Axin family member, Axin2. Axin2 has similar 

biochemical and cell biological properties to Axin. In this study, Axin2 activates JNK 

also by forming a complex with MEKK1 or MEKK4. Dominant negative mutants of 

MEKK1or MEKK4 effectively attenuate Axin2-mediated JNK activition separately. 

Despite the fact that Axin2 and Axin share 45% amino acid identity, the region of 
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Axin2 for binding to MEKK1 is not similar to Axin.  

In conclusion, my studies have enriched our understanding of the mechanism of 

Axin-mediated JNK activation which provides important molecular basis for the 

ultimate understanding of the biological function of Axin-mediated JNK activation. 

 

Key words: Axin; MKK4; MKK7; JNK 
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第一章 前 言 

1.1 Axin：一种在多个信号通路中起着调节作用的构架蛋白 

1.1.1 概述 

     Axin（Axis formation inhibitor）即体轴发育抑制因子，在胚胎发育过程中

控制着体轴的形成 [1]，它的突变会导致显性胚胎的尾部卷曲和缩短，和隐性胚胎

致死效应，纯合子还会出现胚胎产生双向体轴，神经外胚层缺陷及泌尿系统缺陷

[2,3,4]。Axin 自 1997 年被发现以来一直成为人们关注的焦点，通过对它的深入研

究人们发现：Axin 是一个重要的抑癌基因，Axin 蛋白含有多个功能结构域，能

与多种蛋白质相互结合，参与多个重要信号传导系统中（目前的研究表明 Axin

至少参与了四个信号传导途径：Wnt，JNK/SAPK，TGF-β和 p53 信号传导通路。）

的调控，从而对个体发育、细胞的生长与分化、增殖与凋亡以及癌变等过程起着

非常重要的作用。迄今，人们还发现了与 Axin 同源的蛋白，被称为 Conductin

（又称 Axil 和 Axin2），在生物功能上有着与 Axin 相似和等同性[5]。为了以示区

别人们将 Axin 称为 Axin1，而 Conductin 称为 Axin2。现将 Axin1 和 Axin2 综述

如下。 

 

1.1.2 Axin 的发现 

在 1997 年报道，F.Constantini 及其同事克隆出小鼠 Fused（Fu）基因，为了

避免与果蝇（Drosophila）Fused 基因混淆，又因该基因与抑制体轴形成相关故

重新命名为 Axin（Axis formation inhibitor）基因 [1] ，即 Axin1 基因。通过对 Axin1

基因的基因组结构分析，Axin1 由 10 个外显子组成，编码 868 个氨基酸（a 型）

或 832 个氨基酸（b 型）两种异型体（取决于 mRNA 不同的剪接方式）[1]。按其

cDNA 完整的阅读框编码 956 或 992 个氨基酸序列的蛋白，但实际上没有发现这

样长度的蛋白，而 Axin1 蛋白的起始编码位于原序列的第 125 位甲硫氨酸

（Met-125）[1]。通过对不同物种的蛋白序列比较分析，Axin1 具有两个非常保守

的结构域：在 N 末端与 G 蛋白信号调节因子 RGS（Regulator of G-protein 

Signaling）同源，这一区域是 G 蛋白信号调控因子家族中高度保守的区域[6-7]，

所以称为 RGS 结构域；在 C 末端与 Axin 形成二聚体相关并与 Dishevelled 蛋白

同源称为 DIX 结构域[8]。 
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Axin1 广泛存在于无脊椎动物和脊椎动物体内，通过不同的生物化学方法证

实了 Axin 基因在线虫，果蝇，从斑马鱼，爪蟾，鸡，小鼠，大鼠，人都非常保

守[1,9,10,11]。Axin1 普遍表达于不同的组织，包括脑、胸腺、心脏、肺、肝、脾和

肾等等[4,12]。人的 Axin1 蛋白序列与小鼠相比约 87％的相似，其基因定位于第 16

条染色体长臂上(16q13-3)，其编码区由 10 个外显子组成，编码 862 个氨基酸（a

型）或 826 个氨基酸（b 型）两种异型体，其中 b 型缺少第 8 个外显子，编码 36

个氨基酸[13]。 

     1998 年报道，Birchmeier 及其同事通过酵母双杂交（Yeast two-hybrid 

screens）以β-catenin 作为诱饵蛋白，在小鼠胚胎 cDNA 文库中筛选出 Conductin

即 Axin2[5]。小鼠 Axin2 蛋白由 840 个氨基酸组成，与小鼠 Axin1 相比较， Axin2

在整体氨基酸序列上有 45％的相同性和 58％的相似性 [5]。同年，Kikuchi 及其

同事通过酵母双杂交以 GSK-3β 为诱饵蛋白在大鼠脑 cDNA 文库分离出 Axil 蛋

白，因其功能与 Axin1 相似，能抑制体轴形成，命名为 Axil（Axin like）[14]。Axil

蛋白由 838 个氨基酸组成，与大鼠 Axin1 相比较，具有 44%的同源性。在这之

后将 Conductin 和 Axil 统称为 Axin2。Axin2 与 Axin1 一样具有 N 末端的 RGS

结构域和 C 末端 DIX 结构域。 

目前还不清楚 Axin2 是否象 Axin1 那样在各种动物物种普遍存在，但对人的

Axin2 有了比较充分的认识。人的 Axin2 蛋白序列与小鼠相比约 89％的同源，人

的 Axin2 基因定位于第 17 条染色体长臂上(17q23-24)，其 cDNA 约 2.5kb 长，由

10 外显子组成，编码 843 个氨基酸（a 型）或 778 个氨基酸（b 型）两种异型体，

其中 b 型缺少第 6 个外显子，编码 65 个氨基酸[15,16]。 

 

1.1.3 Axin1 与 Axin2 相比较 

     从小鼠 Axin1 与 Axin2 的基因和蛋白序列分析比较，发现 Axin1 与 Axin2

有着非常相似之处。尽管 Axin2 没有象 Axin1 那样被广泛深入地研究，不过大量

的研究表明 Axin1 与 Axin2 在 Wnt 信号通路中执行着相同的功能：与 APC，

GSK-3β和 β-catenin 形成蛋白复合体促进 β-catenin 的磷酸化及随后的降解[5]，并

且二者在爪蟾胚胎发育过程中抑制双体轴的形成[1,5,14,17]。此外，Axin2 与 Axin1

都能与 Diversin，Smad3 和 Smad7 相互结合[18,19，64]。 近有报道证实，小鼠胚胎
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发育过程 Axin2 可以取代 Axin1 的功能[20]。即使是这样，Axin2 相对 Axin1 并非

是多余的。首先，各个组织分布来看，Axin1 在各个组织中均有分布，而 Axin2

因组织特异性、胚胎发育阶段而表达不同[22]，因此在小鼠胚胎中 Axin2 不能弥补

Axin1 的缺失可以简单解释为：并不是所有细胞都表达 Axin2[20]。其次，有研究

表明 Axin2 的转录能被 Wnt 信号所上调[21-23]，而 Axin1 无明显变化，因此 Axin2

可以被看作是对 Wnt 信号持续性的负反馈调节因子[22-25]。再次，人们已找到 Axin2

基因突变或缺失的表现型：人的 Axin2 基因突变的杂合体导致牙齿发育不全的家

族遗传病[26]；人们发现 Axin2 基因被敲除的小鼠头骨畸形，头盖骨的缝合过早愈

合，导致头骨缩短[26]。而 Axin1 基因突变或缺失导致显性胚胎的尾部卷曲和缩短，

和隐性胚胎致死[3]。另外在一些肿瘤组织（包括结肠癌和肝癌）中检测导 Axin1

和 Axin2 的突变情况说明：虽然 Axin1 和 Axin2 都是抑癌基因，但彼此不可能替

代对方的功能[28]。这就说明 Axin1 与 Axin2 在生物学功能上有着各自的特异性。

后，Axin 与 Axin2 的亚细胞定位不同，通过免疫组织化学方法发现：Axin1 弥

散在细胞核内，细胞膜内侧及胞浆中 β-catenin 所处的位置；而 Axin2 主要位于

细胞核中。尽管 Axin1 和 Axin2 蛋白分子是如此相似，但有研究表明在同一细胞

中它们并不同时存在，再次说明 Axin1 和 Axin2 有着炯乎不同的功能[13]。 

 

1.1.4 Axin 是一种多功能的构架蛋白 

     大量生物化学研究表明Axin1和Axin2作为一种多功能结构域的构架蛋白，

通过与其它蛋白分子相互结合来行使其生物学功能的，下面以小鼠 Axin1（aa 

832）为例来简要介绍与 Axin 相互作用的蛋白及其相应的功能。 

β-catenin（β 连环蛋白）[29-31]：Axin 的第 437-506 位氨基酸区域与β-catenin

的第 2-7 个 armadillo 重复区域直接结合[9]。GSK-3β与β-catenin 能同时与 Axin 结

合形成三聚体。这一复合体的形成便于GSK-3β和CKIα对β-catenin的磷酸化[9,32]。

磷酸化的β-catenin 被 E3 泛素连接酶β-TrCP 识别，通过泛素介导的蛋白酶复合体

途径被降解[33]。当 Wnt 信号通路被激活后，由 Axin、GSK-3β、APC 等分子组

成的β-catenin 降解复合物在 Dishevelled 的作用下转移到细胞膜上，在膜上

Dishevelled 抑制 GSK-3β对 Axin 的磷酸化作用，使 Axin 稳定性下降而降解，从

而使降解复合体解体，细胞质内的β-catenin 不断积累并进入细胞核，在核内与多
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种转录因子/协同因子结合，从而调控一系列的细胞生长/分化相关基因包括

Siamois[34]、Twin[35]、Xnr-3[36]、Ubx[37]、cyclin D1[38]和 c-MYC[39]。 

GSK-3β（glycogen synthase kinase-3β，糖原合成酶激酶 3）：GSK-3β结合在

Axin 的第 353-437 位氨基酸区域，而 Axin 在 GSK-3β上的结合区域是由一个α

螺旋(aa 262-273)和一个伸展的环(aa 285-299)组成[40]。在 Wnt 信号通路中它使

β-catenin 磷酸化并更易被降解。Axin 可能作为方便 GSK-3β磷酸化β-catenin 的构

架蛋白而参与调节β-catenin 的稳定性。如果 GSK-3β不能结合β-catenin 将导致

β-catenin 水平的失调并诱发癌症。 近对 Wnt 信号通路的深入研究发现，该通

路的中心事件可能是 GSK-3β对 Axin 的磷酸化，而不是对β-catenin 的磷酸化[41]。 

APC（adenomatous polyposis coli，肠腺息肉瘤蛋白）：Axin 通过 RGS 结构

域（aa 89-216）与 APC 结合[42] 。在 Wnt/β-catenin 信号通路中，Axin 与 APC，

GSK-3β及 β-catenin 形成蛋白复合体对 β-catenin 进行磷酸化从而促进 β-catenin

的降解[43]。APC 需要与 Axin 相互结合才能负调控β-catenin，APC 在 Axin 上相

互结合的区域为 20 个氨基酸的重复区域[5,44]。一旦这一区域被破坏，APC 就失

去了促进β-catenin 降解的能力[45]。实验证明 APC 与 Axin 形成复合体能促进

GSK-3β对β-catenin 的磷酸化及随后β-catenin 的降解[46]。 

PP2A（protein phosphatase 2A，蛋白磷酸酶 2A）：PP2A 与 Axin 的第 298-506

氨基酸区域有相互结合。目前已发现三个不相关的 PP2A B 亚基家族，它们是 B，

B56 和 PR72。PP2A 的 B56 亚基在 Axin-GSK-3β-β-catenin 复合物中与 APC 和

Dvl 结合[46-49]，而 C 亚基与 Axin 相互作用。B56 亚基表达的增加会降低β-catenin

的水平，减弱β-catenin 信号。 

CKⅠ（Casein KinasesⅠ，酪蛋白激酶Ⅰ）：Axin 的 C 末端第 217-352 氨基

酸区域对 CKⅠα和 CKⅠε的结合十分重要。在 Wnt 信号通路中，因 CKIε能模拟

Wnt 诱导爪蟾的体轴复制，而 CKIα则不能，因而 CKIε是 Wnt 信号通路的正调

控因子[50,51]。与 CKIε不同，CKIα作为引发激酶将β-catenin 的 C 端丝氨酸磷酸化，

促进β-catenin N 端的丝氨酸（Ser）/苏氨酸（Thr）残基被 GSK-3β磷酸化，从而

促进β-catenin 的降解[32]。 

Dishevelled（Dvl 或 Dsh）：Axin 通过 DIX 结构域（aa 757-820）形成同源聚

合体[12]。这些同源聚合体包括 Axin1，Axin2，Dishevelled 和 Ccd1（Coiled-coil-DIX 
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