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摘 要：血管平滑肌细胞容积调节Cl-通道（VRCC）通过PI3K/Akt信号通路促进细胞的增殖反应，通过线粒体信号通路保

护细胞凋亡，通过 JNK/P38/MAPK信号通路促清道夫受体表达和摄取 ox-LDL功能增强导致巨噬细胞形成，参与动脉粥样

硬化。VRCC通过促进细胞增殖、细胞迁移和外基质积聚，抑制细胞凋亡，参与脑血管重构。VRCC分子基础复杂，至今仍未完

全明了。VRCC在不同的细胞和组织是多样性的，而不是一个单一的广泛存在的通道，可由细胞类型和组织特异性亚单位成

分组成，在血管平滑肌细胞LRRC8A和ClC-3可能是两个不同的VRCC上的亚单位成分。 ClC-3容积调节Cl-通道受 integrin-
Src通路使ClC-3上284位酪氨酸磷酸化以及Rho/RhA-ROCK通路使ClC-3第543位苏氨酸磷酸化两条不同通路调节。
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Abstract：Volume regulated chloride channel（VRCC）enhances cell proliferation through PI3K/Akt signal pathway，and
inhibits cell apoptosis through mitochondrial pathway in vascular smooth muscle cells，and accelerates the process of atherosclerosis
through JNK/p38 MAPK signal pathway，resulting in increasing SR-A expression and ox-LDL uptake. Cerebrovascular remodeling
is mediated by VRCC. This effect of VRCC on remodeling is related to accelerating cell proliferation，migration and accumulation of.
extracellular matrix. As to the molecular identification of VRCC，it is very complex. VRCC is diversity in various cells or tissues，
rather than a single ubiquitous channel，VRCC may be contain variedcell type-or tissue-specific subunitcompositions. ClC-3 volume
regulated Cl- channel is regulated by both integrin-Src and Rho/RhA-Rock signal pathways.
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Cl-是细胞内外液的主要阴离子。长期以来

人们对Cl-的转运未予重视，只把它作为随阳离子

跨膜转运的伴侣，认为它只是对细胞膜起稳定作

用及调节细胞内 pH。直至 1990年后，人们才逐

渐认识到 Cl-跨膜转运可能参与许多疾病的发生

与发展，并对细胞Cl-的调控予以重视。已发现许

多疾病，如高血压、癫痫、耳聋、先天性失 Cl-性腹

泻、骨骼石化症、卵黄样黄斑营养不良等，均与Cl-
转运与失衡相关。目前已知的参与Cl-跨膜转运的

Cl-通道有4种类型：容积调节Cl-通道（volume regu⁃
lated chloridechannel，VRCC），Ca2 + 激活 Cl- 通道

（Ca2+-activated Cl- channels，CaCC），配基门控阴离

子通道（ligand gated anion channel）以及 cAMP-激
活 Cl-通道（cAMP-activated Cl-channel，CFTR）［1］。

不同的组织及细胞，Cl-通道的分布亦有差异。在

血管平滑肌细胞上，主要含两种Cl-通道：VRCC和

CaCC。前者是随细胞容积变化而被激活，后者则

是由胞浆 Ca2+升高而被激活。VRCC参与血管平

滑肌细胞增殖、迁移、细胞凋亡、炎症以及血管重

构等病理生理过程。本文结合作者的研究工作，

就VRCC近年来在血管平滑肌细胞上研究的进展

作一综述。

1 容积调节Cl-通道的分子基础及生

物学特性

在许多生理与病理状态下，细胞出现肿胀。

在大多数细胞，由于细胞增殖早期出现肿胀。在细

胞出现肿胀可通过所谓调节容积减小（regulatory
volume decrease，RVD）调节过程，使细胞容量恢

复至正常状态。此过程主要是由胞内 Cl-外溢参

与。Cl-外溢伴随水排出，从而使容量恢复。Cl-的
外溢是通过VRCC进行的。VRCC开放，产生一外

向整流电流，电导在20 ~ 50 pS之间，在血管平滑肌

细胞上，其反转电位在（-1.6 ± 2.0）到（-2.3 ± 1.7）
mV之间，通道对阴离子通透性的次序为 SCN- >
I ≥ Br- > Cl- >Br- > HCO-。通过对渗透压敏感，低

渗使细胞容积改变而激活，在等渗状态下失活。

该通道活性受酪氨酸磷酸化调节，被 NPPB、
DIDS、9-AC、tamoxifen等非特异性 Cl-通道阻断剂

所阻断［2］。

长期以来对 VRCC 的分子基础都存在着争

论。早期曾有学者提出ClC-2、P-糖蛋白及 pICln
蛋白可能是其分子基础［3-5］，但随后的研究工作已

作否定。1994年，Kawazaki等［6］首次将大鼠肾脏

克隆的 ClC-3 cDNA表达于爪蟾卵母细胞后记录

到一外向整流 Cl-电流。该通道的离子选择顺序

为 I- > Cl- = Br- > acetate- > gluconate-，PKC激动剂

PDBu和氯通道阻断剂DIDS可抑制该通道电流。

1997年 Dr. Duan等［7］学者首次提出，在心肌细胞

ClC-3蛋白是容积调节Cl-通道的分子基础。这一

观点是基于以下的研究结果：把从豚鼠心肌克隆

出来的 ClC-3 cDNA 转染到 NIH/3T3细胞上可产

生一个被细胞容积调控基本的活性Cl-电导，其电

流的特性和心肌细胞自然容积调节的Cl-电流（ICl，
vol）特性很相似，如是外向整流，单一电导为 40 pS；
阴离子的选择次序为 I- > Cl- > Asp-，在正电位失

活；细胞外低渗可增加该电流而高渗可抑制。这

观 点 一 直 受 到 随 后 的 研 究 工 作 挑 战 ，如 在

HEK293细胞上转染或不转染人的 ClC-3 cDNA，

其产生的 ICl，vol并没有明显差异；过表达 ClC-3的

HEK293细胞或爪蟾卵细胞，不能产生一外向整

流 ICl，vol［2，8］。这些不一致性可能归因于不能把功

能性 ClC-3蛋白成功地转染，以及很难有效区分

基因转染和内源性表达的电流。另外，ClC-3基

因敲除鼠上在肝细胞、胰腺细胞及唾液腺细胞上

ICl，vol并没有变化［9-10］。这些矛盾可能是因为在这

些细胞中 ClC-3只分布在胞内，不分布胞膜上。

尽管如此，ClC-3作为容积调节 Cl-通道的分子基

础，需要得到进一步证实。我们在血管平滑肌上

采用斑片钳记录 ICl，vol以及荧光影像动态测定 Cl-
跨膜转运的技术，进一步求证ClC-3是否VRCC的

有效组分。实验显示，血管平滑肌细胞有内源性

ClC-3 蛋白表达，用反义寡核苷酸技术或转染

ClC-3 siRNA沉默血管平滑肌细胞ClC-3，能抑制

细胞外低渗引起的 ICl，vol，及Cl-外溢导致的胞浆Cl-
浓度［Cl-］i下降；相反，转染ClC-3 cDNA则能明显

增强该电流及促进［Cl-］i下降。ClC-3引起的电

流是 Cl-电流 ICl，ClC-3，其反转电流及对阴离子的选

择性（I- > Cl- > Asp-）与 ICl，vol 相同，二者同样被

PKC激动剂PDBu及蛋白酪氨酸激酶抑制剂 genis⁃
tein抑制，却为蛋白酪氨酸磷酸酶抑制剂 sodium
orthovanadate 增强。ClC-3与细胞外低渗引起的

［Cl-］i变化及其对酪氨酸磷酸化调节，均与电流

178



第2期
的变化同步。更进一步，把特异性 ClC-3抗体通

过电极导入细胞内则能完全阻断 ICl，vol。这些资料

有力地证明了在血管平滑肌细胞上 ClC-3 是

VRCC的一个基本的功能成分［12］。

然而，在2014年两个不同的实验室同时报道，

通过 genome-wide RNA-interference screen 确认，

一个来自含有 4个跨膜区的蛋白家族的 Leucin-
Rich Repeat-containing 8A（LRRC8A）是 VRCC 的

基本成分。沉默 LRRC8A后，可以抑制 VRCC电

流及增大的细胞容积回复正常的时程。点突变

LRRC8A可使VRCC通道特性发生改变，特别是对

I-和 Cl-选择性变化。然而，过表达 LRRC8A不能

增加VRCC电流，相反是使VRCC电流减弱。虽然

作者对此现象认为离子通道亚基的表达并不总是

导致通道活性的增加，机理是多种的，例如它可能

是在 VRCC 通道激活的上游有一个限制因子所

致；另外 LRRC8A可能只是一个复杂的多聚体通

道的亚基，而其他的亚基可能是限制因素［12-13］。

1998年，Petrukhin等学者［14］首先发现一种基

因的突变与 2型卵黄样黄斑变性疾病（VMD2，也

称为Best病）的发生有关，这种疾病是青少年时期

开始发病的常染色体显性遗传病。 1999 年，

Caldwell等［15］证明并将该与卵黄样黄斑变性发生

相关的基因名为 VMD2，也称为 Bestrophin 基因。

人类基因组中发现四种Bestrophin的同源序列，即

Bestrophin1-4，两两比较发现，Bestrophin的 N-末
端同源性较高，而C-末端同源性较小。Bestrophin
各亚型的分布具有组织特异性，其中 Bestrophin1
主要分布于视网膜色素上皮细胞［16］。早在 2002
年，有学者发现Bestrophin-1可产生一Cl-电流，在

视网膜色素上皮细胞（RPE）上发现 Bestrophin引

起一 Cl-电流，对细胞容积变化敏感，高渗可抑制

该电流［17］。接着进一步发现，果蝇的Bestrophin-1
Cl-电流是受Ca2+及细胞容积调节［18］。随后发现果

蝇的 Bestrophin-1 Cl-电流与哺乳类细胞的 VRCC
不相似［19］。通过 genome-wide RNA- interference
screen识别，阴离子敏感的荧光标记技术，发现果

蝇 Bestrophin-1 受细胞容积调节，认为它本身是

VRCC的组分［20］。对 Bestrophin-1 Cl-特性研究的

相互矛盾结果，导致不认可它是VRCC的组成部

分，起码不是脊椎动物细胞的 VRCC［19］。然而最

近在人诱导多能干细胞分化出来的视网膜色素

上皮细胞上（hiPSC-RPE）发现，低渗可引起一外

向整流的 Cl-电流，并具有 VRCC特性，但从来自

具有 Bestrophin-1突变的黄板不良性患者的 hiP⁃
SC-RPE细胞上，低渗刺激不再产生一外向整流

的 Cl-电流；相反，在 hiPSC-RPE 细胞上沉默 LR⁃
RC8A并不影响VRCC电流［21］。

看来真正阐明 VRCC的分子基础很复杂，还

需走一段较长的路。这也说明了不同的细胞和组

织的VRCC通道是多样性的，而不是一个单一的

广泛存在的通道，VRCC是可由细胞类型或组织

特异性亚单位成分组成［21］。但不管怎样，我们的

研究工作起码在血管平滑肌细胞上证明ClC-3是

构成VRCC的一个基本组成成分。

2 容积调节Cl-通道在血管平滑肌细

胞的功能作用

2.1 参与血管平滑肌细胞的增殖和凋亡反应

细胞增殖早期，细胞容积出现肿胀可激活

VRCC。VRCC 可促进细胞的增殖反应。沉默

ClC3可抑制内皮素（ET-1）及血管紧张素（AngⅡ）

引起的脑椎底动脉血管平滑肌细胞（BASMC）的

增殖反应。ClC3可通过 PI3K-Akt信号通路增加

细胞周期因子 cyclinE及 cyclin D1表达从而促进

细胞周期从GO/G1期向 S期转换，从而增强BASMC
的细胞增殖反应［22-25］。

VRCC参与细胞凋亡。低渗液可抑制H2O2引

起的 BASMC的凋亡。这一作用是通过线粒体通

路发挥的。沉默ClC-3可促进H2O2引起的凋亡并

使 Bcl-2 表达减少，Bax 表达增加，线粒体膜电

位减少去极化从而导致细胞色素C从线粒体释放

到胞浆，使 caspase-3激活，从而促凋亡。过表达

ClC- 3 可抑制线粒体通路，减少 H2O2 引起的

BASMC凋亡过程中Bax表达，增加Bcl-2表达，稳

定线粒体膜电位，抑制细胞色素C释放，从而阻止

caspase-3活化及LaminA下降产生保护作用［26］。

2.2 促进巨噬细胞泡沫化，参与动脉粥样硬化发生

动脉粥样硬化是一个复杂的过程，涉及修饰

脂蛋白之间的相互作用。例如，氧化低密度脂蛋

白（ox-LDL），从单核细胞衍生出来的巨噬细胞、

内皮细胞及血管平滑肌细胞。通过清道夫受体摄

取 ox-LDL到巨噬细胞，导致动脉粥样硬化早期的
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脂肪紊乱特性。摄取胆固醇的巨噬细胞形成泡沫

细胞沉积在动脉内层下，是动脉粥样硬化形成的

关键环节［27］。我们研究发现［28］，在巨噬细胞形成

泡沫细胞过程中，VRCC活性增加使胞浆［Cl-］i明
显下降；在高脂饮食ApoE-/-小鼠中，VRCC导致

［Cl-］i下降与巨噬细胞泡沫化呈正相关。VRCC
明显促进泡沫化细胞和动脉粥样硬化斑块形成，

二者呈良好正相关。

在ClC-3基因敲除的高脂饮食ApoE-/-小鼠，

整体实验进一步发现，敲除 ClC-3 基因可通过

JNK/P38/MAPK信号通路抑制清道夫受体表达和

对OX-LDL摄取，从而阻止巨噬细胞泡沫化，明显

减少动脉粥样斑块的形成［29］。以上的整体实验和

细胞实验均证明，VRCC使 JNK/P38/MAPK信号磷

酸化被激活，后者促进清道夫受体表达和摄取

OX-LDL功能增强，促进巨噬细胞泡沫化，参与动

脉粥样硬化的形成。

2.3 参与脑血管重构

脑血管重构是脑卒中最重要的病理变化，是

一个脑卒中关键性的危险因子。低渗激活VRCC
参与脑血管重构。在双肾双夹高血压大鼠脑血管

重构过程中，低渗激活VRCC活性随脑血管重构

发生发展而增强，二者呈良好的正相关，相应的

Cl-外溢及ClC3表达也增多，均与脑血管重构呈良

好正相关［23］。

深一步的研究工作进一步证明，ClC3容积调

节 Cl-通道参与脑血管重构过程。DOCA-盐性高

血压小鼠引起明显的脑血管重构。这种脑血管重构

与血压升高不呈平衡，因为用β受体阻断药心得安

降低小鼠血压，但并不影响脑血管重构的发生发

展。DOCA-盐引起的脑血管重构表现为脑血管

内外腔变窄，血管横切面积增大，脑血管平滑肌细

胞坏死、排列出现紊乱，细胞间空隙增大，胶原纤

维积聚，细胞外基质沉积，纤连蛋白（fibronectin）
及MMP-2蛋白合成增加。ClC-3敲除能明显抑制

DOCA-盐引起的脑血管重构，使血管的超微结构

如平滑肌细胞排列、细胞间空隙等明显改善；外基

质沉积及纤连蛋白表达及MMP-2蛋白合成明显

减少。这些作用与 ClC-3敲除以后降低 TGF-β，
使 Smad3磷酸化受抑制从而导致纤连蛋白合成减

少，MMP-2、MT1-MMP、TIMP-1及 TIMP-2减少相

关。这些结果进一步证明ClC-3容积调节性Cl-通

道参与脑血管重构［30］。

在血管紧张素Ⅱ引起的脑血管重构模型也提

供这方面的新依据。AngⅡ可产生一外向整流的

VRCC电流，该电流是ClC-3依赖的。因为在ClC-
3敲除细胞上 AngⅡ不再产生 Cl-电流。AngⅡ激

活 ClC-3是通过 Rho/RhA激酶信号通路进行的。

在 ClC-3蛋白第 532位苏氨酸是Rho/RhA通路上

ROCK2的磷酸化位点。AngⅡ通过激活Rho/RhA
通路上 ROCK2，后者使 ClC-3蛋白第 532位苏氨

酸磷酸化而激活 ClC-3；如敲除ROCK2，AngⅡ不

再产生 Cl-电流。AngⅡ可引起脑血管重构，在敲

除ClC-3的AngⅡ血管重构模型中发现，ClC-3敲

除可明显阻止 AngⅡ引起的脑血管重构［31］。

VRCC引起脑血管重构是通过促进脑血管平滑肌

细胞的增殖和迁移，抑制细胞凋亡，促进细胞外基

质沉积增多来实现的。

他汀类药物是降脂药，随后发现该类药物具

有非降脂的作用，后者是通过Rho/RhA信号通路

对心血管疾病产生有益的效应。他汀类药物是目

前临床上用于脑卒中的二级预防。我们的研究工作

证明，辛伐他汀能明显减轻高血压过程中的脑血

管重构，其抑制脑血管重构的作用与抑制 ClC-3
在脑血管的表达作用是相平衡的，而且辛伐他汀

能浓度依赖地抑制VRCC及 ClC-3通道 Cl-电流。

他汀类药物对脑血管重构的作用是通过Rho/RhA
信号通路抑制 ClC-3通道活性而产生的，在Rho/
RhA通路中，辛伐他汀抑制Rock2活性导致ClC-3
通道失活［32-33］。

3 调控ClC-3容积调节性Cl-通道的

信号通路

3.1 Integrin-Src信号通路的调控

由于PKC和蛋白酪氨酸磷酸化通路参与调控

VRCC 及 ClC-3 容积调节性 Cl-通道活性，因此，

ClC-3 蛋白的酪氨酸磷酸化是通道开放所必需

的。经系统的生物信息学分析 ClC-3蛋白序列，

发现在ClC-3蛋白上主要存在 3个酪氨酸残基位

点可能发生磷酸化，分为N端 284位，位于C端的

572 和 631 位酪氨酸残基（Y284、Y572 和 Y631）。

通过定点突变分析ClC-3 Cl-电流，发现只有Y284
突变后可使 ClC-3电流及引起［Cl-］i下降的功能
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消失。把 284位酪氨酸突变成天冬氨酸可模拟磷

酸化（Y284D），该突变可使 ClC-3在等渗状态仍

产生一外向整流 Cl-电流，电流特性与低渗引起

Cl-电流相同。另外Y284突变可使 ClC-3对凋亡

的保护作用消失。这充分说明 Y284是 ClC-3功

能性的酪氨酸。

Src 酪氨酸激酶（Src protein cyrosine kinases，
Src-PTK）是胞内非受体酪氨酸激酶家族，它包含

Src、Yes、Fyn、Yrk、Lck等 9个成员。Src在不同组织

细胞均有表达。Src主要含C端的激酶区“kinase”
和尾部“tail”，中间的蛋白结合区 SH2和 SH3，以
及N端的与细胞膜锚合区“M”和 9个成员各持特

有的序列“Unique Sequences”U区。

研究表明，Src酪氨酸蛋白激酶的活化主要与

Src蛋白上两个酪氨酸残基（Y416和Y527）的磷酸

化与去磷酸化有关。在非活性状态下，处于磷酸

化状态下的Y527与 SH2区相互作用，而此时包含

去磷酸化状态Y416激酶区与激酶本身的 SH3结

合，从而阻止了 Src酪氨酸蛋白激酶与其底物蛋白

的结合。在激活状态下，Y527去磷酸化，解除了

对激酶区的限制，此时Y416发生自磷酸化，激酶

的 SH2、SH3可以发挥底物蛋白相互结合的作用，

从而导致 Src酪氨酸蛋白激酶相关底物的磷酸化，

激活下游一系列信号分子。可见，Y416、Y527的

磷酸化与去磷酸化介导的 Src酪氨酸蛋白激酶的

结构变化参与了激酶活化过程。经系统的生物信

息学分析ClC-3蛋白序列后发现，在ClC-3蛋白上

主要存在 2个酪氨酸残基位点所在基序符合 Src
蛋白酪氨酸激酶作用位点序列要求，是可能的 Src
蛋白酪氨酸激酶作用位点，它们分别是位于N端

284位酪氨酸残基（Y284）和位于 C端的 572位酪

氨酸残基（Y572）。Src选择性抑制剂 SU6656可浓

度依赖性抑制ClC-3电流。另外把表达活性形式

和表达非活性形式 Src激酶质粒转染进细胞后，可

分别增强和抑制低渗引起［Cl-］i下降及 Cl-电流，

说明 Src通过对Y284酪氨酸磷酸化参与对 ClC-3
通道活性的调节［34］。

Integrins是一类由α亚基和β亚基形成的跨膜

异质二聚体糖蛋白，是细胞黏附分子家族的重要

成员，并且可以作为细胞的压力感受器将细胞外

机械力的刺激转化为细胞内的信号分子。在哺乳

动物中，目前已经鉴定出来的 Integrin有 18种α亚

基和 8种β亚基。Integrin的α、β亚基均具有一个

大的胞外N端结构域，通过其折叠内旋的构型改

变与特异的配体相结合；其胞内区可与有关的细

胞骨架蛋白相连。有研究报道 Integrins参与了细

胞容积改变的信号转导。Browe 等［35］的研究发

现，在兔的心肌细胞上直接对 Integrinβ1施以一个

机械牵力能诱导一个氯电流，并且该氯电流的电

流特性与VRCC相似，进一步研究发现该电流是

通过 Integrinβ1/FAK/Src 介导的。Dahl 等［36］的研

究发现，在大鼠肝脏中，Integrins作为容积感受器

参与调节胰岛素引起的肝细胞肿胀。也有研究报

道［37-41］，在高血压引起的血管重构及球囊损伤引起

的血管重构模型中，Integrin αvβ3通过影响VSMC
增殖从而参与血管重构。我们发现，Integrinβ3参

与对低渗引起VRCC电流的调节。当沉默脑血管平

滑肌细胞 Src或ClC-3蛋白表达 Integrinβ3对低渗

引起Cl-电流的调节作用消失。进一步资料证明，

Integrinβ3 在脑血管重构发展过程中，Integrinβ3
蛋白表达增加与脑血管重构的发展程度呈正相

关。这些研究结果说明在高血压状态下，血管壁

承受压力刺激使 Integrinβ3激活从而激活 Src，后

者通过ClC-3上Y284酪氨酸磷酸化从而使VRCC
激活参与脑血管重构［42］。

3.2 Rho/RhA信号通路的调控

在双肾双夹高血压大鼠的脑基底动脉中，

GTP-RhoA即活性的RhoA随血压升高而增加，而

总的RhoA保持不变，RhoA的下游ROCK2的表达

也随着血压的升高而增加，并且RhoA的活性及

ROCK2的表达与大鼠的血压及脑血管的重构呈

正相关。这说明在双肾双夹高血压大鼠的脑基底

动脉中，随着血压的升高，RhoA/Rho激酶通路被

激活从而导致了脑血管的重构。血管紧张素Ⅱ引

起Cl-电流及血管平滑肌细胞增殖、迁移及脑血管

重构均通过激活 Rho/RhA通路中的 ROCK，后者

磷酸化ClC-3通道 532位苏氨酸，激活ClC-3通道

而产生的［31-32］。

这样，对ClC-3容积调节性Cl-通道的调节，存

在 Integrin-Src-ClC-3及Rho- ROCK2-ClC-3通道

两个不同的调节信号通路。
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