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ClC-3氯通道蛋白调控细胞增殖机制的研究进展

吴慧 综述    李红枝，毛建文 审校

(广东药学院生物学教研室，广州 510006)

[摘　要]	 ClC-3是电压门控性氯离子通道家族的成员，主要作为容积激活性氯通道通过调节容积激活性氯电

流[Cl,(vol)]，调节细胞体积，细胞膜电位等影响细胞增殖。近年的研究发现ClC-3也可通过调节有丝

分裂前凝集 (premitotic condensation，PMC) 过程，或维持细胞囊泡酸化和细胞内氧压，或作为调

控因子通过Akt-GSK-3β信号通路和CaMKII调节的信号通路等途径参与细胞增殖的调控。
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The mechanism of ClC-3 proteins on cell proliferation
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Abstract As a member of the ClC voltage-gated chloride channel family, ClC-3 mainly act as a volume-actived chloride 

channel to affect the cell proliferation by regulating the volume activation chloride current, the cell volume 

and membrane potential and so on. In recent researches, the study found that ClC-3 can also be involved in 

the regulation of the cell proliferation via several other mechanisms, such as regulate the process of premitotic 

condensation (PMC), maintain intracellular vesicle acidification and the oxygen pressure, act as a regulatory factor 

involved in the Akt-GSK-3β signaling pathway and the signaling pathways regulated by CaMKII.
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氯 离 子 转 运 通 常 被 认 为 是 阴 离 子 转 运 的 代

表 ， 其 转 运 对 细 胞 的 活 性 而 言 显 得 尤 为 重 要 。

C l C - 3 由 C L C N - 3 基 因 编 码 ， 其 全 称 为 H + / C l –

exchange transporter 3，是电压门控性氯离子通道

家族成员之一。ClC-3通道蛋白有13个跨膜区域，

N和C末端均位于细胞内，其有短型和长型之分，

短型ClC-3蛋白由760个氨基酸构成，在短型ClC-3

蛋白氨基末端 ( N 端 ) 加上 5 8 个氨基酸残基即构成

长型ClC -3通道蛋白。ClC -3通道蛋白广泛分布于

脑、心脏、骨骼肌、肾、肝胰腺等各种细胞，在

细胞的不同亚结构上都有表达。一般情况下，大

约25%新合成的ClC -3转移到细胞膜上，通过细胞

的内吞作用，最后留在细胞膜上的仅仅只有6%，

其余大约94%则分布在细胞内 [1]。ClC -3细胞内定
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位研究表明，ClC-3在质膜、细胞器及细胞核上都

有表达，且主要表达于细胞核上[2]。

细胞增殖是生物体的重要生命特征，是生物体

生长、发育、繁殖和遗传的基础。研究发现用ClC-3
小干扰RNA(siRNA)转染细胞，ClC-3表达水平减少

且细胞增殖受到抑制[3]。沉默ClC-3能阻止细胞从G1
期过渡到S期，使细胞停留在G0/G1期 [4]；在3 T 3 -
L1前脂肪细胞中，抑制或沉默ClC-3的表达，导致

细胞在G0/G1期累积，细胞增殖减少10%-60%[5]。

而在鼻咽癌CNE -2Z细胞细胞中也发现ClC -3的表

达水平与细胞增殖有关 [6]；这些结果都说明ClC-3
在细胞增殖中扮演着重要的角色。另外，一些疾

病的发生和许多癌症的发生都与细胞增殖有着密

不可分的联系，现已有研究表明 C l C - 3 基因参与

宫颈癌恶性增殖过程，其在宫颈癌不同时期的表

达有显著性差异 [7]。在乳腺癌中，ClC-3也是高表

达，且在恶性之间存在明显的差异[8]。因此，研究

ClC -3调控细胞增殖的机制迫在眉睫，现对ClC -3
参与细胞增殖的可能的机制进行概述。

1  作为 VACC 的候选通道蛋白调节 Cl– 电流
和 RVD

当细胞所处的环境为非等渗的情况下时，位

于胞膜上的容积激活性钾离子通道与容积激活性氯

离子通道会开启，通过K +和Cl –的外向电流，同时

伴随着水的被动流出，可使肿胀的细胞恢复原来

的体积，这一过程称为调节性容积减小(regulator y 
volume decrease，RVD)。RVD在细胞生长、细胞分

化、细胞增殖和细胞凋亡等一些生理过程中非常重

要。容积调节性氯通道(volume-regulated/sensitived 
chloride channels，VRCC)，又被称为容积激活性氯

通道(volume-actived chloride channels，VACC)，是

容积调节Cl –转运的主要机制，在维持细胞体积中

发挥重要作用。陈丽新等[9]发现细胞中容积激活性

氯电流[ICl, (vol)]是周期依赖的，且在低渗条件下激

活的RV D也是周期依赖的，也能被氯离子通道阻

断剂所抑制。又有研究表明氯离子通道阻断剂抑

制细胞VRCC后抑制了内皮细胞[10]、肝细胞[11]的增

殖。研究还发现细胞通过G0/G1需要高表达的容积

激活性氯通道和高的调节性容积减小能力 [12]。这

些结论表明VRCC和RVD能影响细胞增殖。

ClC-3可能作为容积激活性氯通道的一个候选

蛋白而参与细胞的增殖、凋亡等生理过程 [13]。在

人胃腺癌细胞 [14]、乳腺癌细胞、卵母细胞 [15]等细

胞中，抑制ClC-3的表达将导致Cl,(vol)的减少。有文

献[16]报道，抑制ClC-3的表达能够抑制容积激活性

氯通道的激活，减少RVD，并能抑制细胞生长，影

响细胞增殖。又有报道[17]表示ClC-3可能作为VRCC
参与动脉血管平滑肌细胞增殖，进而引起高血压

血管相关疾病。通过抑制ClC -3、VRCC和细胞增

殖，可改良高血压引起的血管重构。提示ClC-3可

能作为VRCC参与细胞增殖过程。然而也有研究发

现，通过比较哺乳动物表达系统中ClC-3和内生的

容积激活性氯通道的特征，发现ClC-3既不能被细

胞膨胀所激活，也不和内生的容积激活性氯通道 
相同[18]。用ClC-3基因敲除鼠(Clcn3–/–)、ClC-3野生

型鼠(Clcn3+/+)和ClC-3杂合子鼠(Clcn3+/–)研究[19]发

现，其激活的Cl,(vol)没有差异。因此关于ClC-3是容

积激活性氯通道的候选蛋白这个观点现仍存在着很

大的争议。ClC-3作为VRCC参与细胞增殖的调控可

能与其调节细胞周期有关，机制可能是通过改变细

胞内Cl –浓度来激活其它离子通道、影响周期相关

调控因子的浓度或一些调节性分子的释放来影响细

胞周期和细胞内其他功能；又或者是通过改变细胞

体积使细胞膜发生改变等途径来影响细胞的生长能

力和细胞周期。

2  通过 PMC 影响细胞周期

有丝分裂前凝集( p rem i to t i c  co n d ensat i o n，

P M C) 即细胞进入有丝分裂期前，染色质高度凝

集，细胞质也发生凝集的现象，其功能主要是使细

胞在分裂之前达到分裂所需的最适体积，其过程与

染色质凝集功能相关。如果扰乱，有丝分裂完成所

需要的时间明显延长，说明PMC是细胞周期不可缺

少的部分。有研究也表明PMC与有ClC-3生物特性

的Cl–通道有关。在神经胶质瘤细胞中敲除ClC-3不

仅导致有丝分裂期Cl–电流的明显减少，而且使PMC
过程减缓，阻止染色质凝集 [20]。Christa W等 [21]用

二维时差显微技术同时观察对照组细胞株和转染

ClC-3小干扰RNA的细胞株，发现对照组细胞其细

胞质凝集发生很快，而转染处理过的细胞其细胞质

凝集时间延长，说明抑制ClC-3将阻碍PMC，延长

细胞周期。该研究小组同时还发现PMC的发生与

RVD有关，减少PMC同时也会减少核的浓缩。这些

现象提示PMC是完整细胞分裂的重要环节，并依

赖于ClC-3的功能，后者可能通过RVD调节细胞容

积而发挥作用。另外Vishnu等[22]研究发现在分裂的

人类神经胶质瘤细胞中，激活的CaMKII和ClC-3共

定位于细胞内的某些区域，敲除内源性ClC-3蛋白

的表达消除CaMKII依赖的Cl–电流，阻碍PMC。而
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PMC可能通过凝集细胞质而使调节激酶和磷酸酶

接近Cdk/c yclin复合物，促使细胞通过S期 [21]。这

些结论说明ClC-3可能作为离子通道调控Cl–外流，

伴随着水的流出，使细胞体积减小，产生PMC，

与DNA的凝集相关而影响细胞增殖。

3  参与 Akt-GSK-3β 信号通路

Cyclin D1是一个细胞周期进程的重要调节者，

在G1期积累，是CDK4、CDK6激活所必需，可与

CDK4/6结合形成复合物，促使细胞通过G1/S期检

验点。研究表明，下调cyclin D1的表达将会导致细

胞周期阻滞在G1期[22]。最近有研究发现，敲除ClC-3 
能下调c ycl in  D1和c ycl in  E的表达，上调p27 KI P和

p21CIP的表达，且能显著的降低ET-1诱导的Akt(又

名蛋白激酶B，Protein  k inase  B，PKB)的Thr308
位点和GSK-3β的Ser9位点的磷酸化 [4]，提示ClC-3
与A kt- GSK-3β这个信号通路存在联系，后者已被

证实与细胞增殖密切相关。已表明P K B可以通过

A k t- G SK途径促进c yc l i n  D 1表达水平的升高来影

响细胞增殖，GSK3是PKB的底物，被PKB在N-端

磷酸化 [ 2 3 ]。而c y c l i n  D 1 是 G S K 3 β的底物， G S K 3
能够磷酸化c ycl in D1的Thr286，促进c ycl in D1与

细胞核输出蛋白的接触，将c ycl in  D1从细胞核转

移到细胞质，然后泛素化降解。在这个过程中，

PKB 磷酸化GSK-3β后抑制其活性，使c yclin D1磷

酸化减少，维持细胞核中c ycl in  D1的积累 [24]。说

明Akt- GSK-3β这个信号通路通过调节c ycl in D1的

表 达 量 来 参 与 调 控 细 胞 周 期 。 综 上 所 述 ， 提 示

C l C - 3 可能通过直接或间接的调控 A k t 、 G S K - 3 β
的 磷 酸 化 来 参 与 调 控 信 号 通 路 ， 从 而 影 响 细 胞

增殖。而且 P K B 能够促进癌症的发生，当 P K B 过

度 活 化 后 ， 本 来 停 滞 生 长 的 细 胞 持 续 增 殖 [ 2 4 ]， 
因此ClC-3可能通过此通路使细胞过度增殖，从而

导致癌症的发生。但具体ClC-3如何影响Akt/GSK-
3β信号通路这个过程还有待进一步研究。

4  参与 CaMKII 调节的信号通路

C l C - 3 通 道 的 活 性 被 一 系 列 酶 调 控 ， 包

括 蛋 白 激 酶 C ( P K C ) 、 钙 调 素 依 赖 性 蛋 白 激 酶

Ⅱ (Ca M K I I )、血清和肌醇磷脂(P I 4 )等。细胞外

的Ca2+转入细胞内，并作用于CaMKII，使CaMKII
在其Th r 286位点( p CaMKI I)自我磷酸化激活，然

后作用于C l C - 3 蛋白的1 0 9 位点，使C l C - 3 离子通

道激活 [25]。现有研究发现在人骨肉瘤细胞中，抑

制CaMKII导致细胞增殖减少70%-80%，使细胞周

期停滞在G0/G1期 [26]，那么CaMKII参与细胞增殖

与ClC-3有没有关系呢？最近有研究 [4]发现，下调

ClC-3的表达抑制cyclin D1和cyclin E的表达，增加

(CDKIs) p27KIP和p21CIP的表达。而在CaMKII–/–鼠，

p21的表达增多并与CDK 2/cyclin E和CDK 4/cyclin 
D复合物紧密结合在一起，使C D K激酶的活性降

低，导致细胞周期阻滞从而抑制细胞增殖，在这

个过程中Akt的活性显著降低[27]。有研究[28]也表明

CaMKII能激活Akt。提示ClC-3可能通过CaMKII调

节的Akt信号通路来参与细胞增殖，通过调控CDK
激酶的活性，使细胞周期发生阻滞。另外，研究

表明，在甲状腺乳头状癌(TPC-1)中，抑制CaMKII
使Erk和DNA合成减弱，CaMKII通过参与Erk信号

通路而参与调节肿瘤细胞增殖 [29]。还有研究指出

CaMKII不是直接磷酸化Erk，而是促进Raf1活化，

促进R af/MEK/ERK复合物的组装，进而通过R af/
MEK/ERK信号通路而参与细胞增殖[30]，有研究[31]

表明Erk也能调节细胞核内p27的磷酸化，阻断细胞

由G1期向S期过渡，延长G1期，提示ClC-3也可能

通过CaMKII调节的Raf/MEK/ERK信号通路来参与

细胞增殖，通过使DNA合成减弱来影响细胞周期。

5  促进细胞内囊泡的酸化

 V-t y pe H+ ATPase (V-ATP)是一个生电质子

泵，V-H+-ATPase作为管家基因广泛存在于真核细

胞的胞质膜及囊泡膜膜系统中，能依赖分解ATP产

生的能量作为动力，逆浓度梯度地将H +质子泵出

细胞外或泵入细胞囊泡腔内，维持细胞胞质的pH
值在7.0左右。并使某些囊泡细胞器，如溶酶体、

吞饮小泡或高尔基体维持较低的pH值 [32]。ClC家

族蛋白被认为通过中和H +-ATPase产生的电流来促

进囊内酸化，其中就包括ClC -3 [33]。ClC -3被认为

是一种H+/Cl–逆向运输蛋白，通过和V-ATPase一起

参与维持细胞囊泡内pH [34-35]。研究发现在细胞外

的酸度低于pH6.2时，ClC-3 H +/Cl –转运体解离成

阴离子通道，这对V-ATPase的细胞囊泡内酸化很

重要 [35]。Sandra M等用敲除ClC-3的老鼠和野生型

老鼠研究[36]发现，无论是野生型还是ClC-3缺失的

老鼠，在突触囊泡内由AT P刺激引起的酸化都依

赖于Cl–，但是ClC-3缺失的老鼠酸化效率很低。提

示ClC-3对促进细胞囊泡酸化非常重要，可能通过

调节Cl –来促进细胞内囊泡酸化。在鼠肝细胞中，

Cl C - 3敲除鼠的溶酶体酸化和Cl –都明显减少 [ 3 7 ]。 
用 野 生 型 老 鼠 和 C l C - 3 敲 除 鼠 实 验 研 究 发 现 ，
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C l C - 3为内吞体提供必需的C l –，参与正常的溶酶

体酸化 [38]。而溶酶体只有在pH为酸性的环境下才

会维持其内酸性水解酶的活性，使其能消化生物

大分子，维持细胞的正常代谢。另外，又有研究

发现用雄激素处理的C-33细胞中，Cdc25C显著上

调，促进细胞增殖，而发生此现象的原因就是抑

制了Cdc25C的蛋白酶体和溶酶体途径，使其不能

被降解 [39]。Cdc25C是一个细胞周期蛋白，对激活

CDK1/cyclin B1复合物进入有丝分裂很重要。可见

囊泡的酸化对细胞增殖存在影响。总之，通过囊

泡上的V-ATPase将H +泵进囊泡内，使囊泡酸化，

ClC-3作为H+/Cl–将Cl–泵入，中和其产生的电流，

并通过泵出H +维持囊泡内的pH值，从而影响细胞

周期中一些重要蛋白质的合成和降解而参与细胞

增殖。

6  参与维持细胞内氧压

超氧自由基（ROS）是生物体有氧代谢过程

中产生的一类活性含氧化合物的总称，包括O2
–、

H 2O 2、O H -等对蛋白质、脂类、D N A这些重要的

生理学分子有毒的化合物，在细胞增殖、细胞凋

亡中发挥着重要的作用。细胞内的RO S可以通过

很多途径产生，比如线粒体，细胞内内生O2
–促发

细胞内Ca 2+的释放，激活线粒体O 2
–产生。但ROS

主要是通过质膜上的NADPH氧化酶产生[40]。通过

N A D P H氧化酶产生O 2
–，自发的或酶促的转变成

H 2O 2，H 2O 2作为第二信使激活容积敏感性外向整

流性Cl –通道( V RO R)，调节细胞增殖 [ 4 1 ]。在脉管

系统，Nox1，Nox2，Nox4和Nox5四种NADPH氧

化酶成员是ROS的重要来源，血管Nox酶受Poldip2 
R ac，ClC-3和蛋白二硫异构酶调节[42]。ClC-3在早

期内吞体与Nox1共定位，并且是胞内囊泡TNF-α和

IL -1β刺激平滑肌细胞产生ROS所必需。其作为H+/
C l –交换通道，中和通过 No x 1 产生的电子 [ 4 3 ]。这

些研究提示ClC -3可能通过参与NADPH产生H 2O 2

来参与细胞增殖过程。ROS产生需要ClC-3 H+/Cl–

转运体和NADPH氧化酶，ClC -3 H +/Cl –转运体通

过向细胞内吞体内转运H +来消除细胞膜电势，为

H 2O 2产生提供H +[44]。在伴随着高血压发展的脑血

管改造中，ClC-3调节ROS的产生和功能，ROS作

为信号分子调节血管平滑肌细胞增殖 [45]。总之，

通过NADPH氧化酶将NADPH氧化释放电子，电子

被转运给胞外的O2，生成O2
–，此即ROS过程。O2

–

通过蛋白通道渗透到细胞内，引起一系列的信号

反应，如细胞凋亡，Ca2+瞬时增加等这些对细胞生

长增殖有重大影响的反应。ClC-3可作为H+/Cl–逆

向转运载体，使H +流进，细胞内Cl–流出，中和细

胞内电荷，从而维持细胞正常增殖，也可能是依

赖ClC -3产生的O 2
–，最后生成H 2O 2，其作为信号

分子，来参与调控细胞增殖。

7  作为调控因子参与细胞周期的调控

我 们 的 研 究 发 现 在 细 胞 周 期 的 不 同 阶 段 ，

ClC -3在细胞亚细胞上的分布不同，在G1期和S期

主要集中在细胞核，少量在细胞膜和细胞质。G2
期主要在细胞质中，而M 期则主要在染色体或染

色质周围 [46]。ClC-3在G1期早期、G1晚期、S期和

有丝分裂前期主要分布在细胞核中，而细胞核内

无膜性细胞器，其不可能作为氯离子通道发挥作

用。有文献表明敲除ClC-3能下调cyclin D1和cyclin 
E 的表达，上调 p 2 7 K I P和 p 2 1 C I P的表达，且能影响

Akt- GSK-3β这个信号通路 [4]，说明在G1期早期和

晚期，集中在细胞核的ClC-3可能间接的与异染色

质作用或者作为信号通路的调节者，通过参与G1
期到S期的过渡来调控细胞增值。研究表明在正常

和恶性胶质瘤细胞的 D N A 合成期， C l C - 3 绝大多

数位于细胞核 [19]，而我们也在HeLa细胞和鼻咽癌

CNE -2Z细胞发现了相同的现象 [46]，说明在S期，

ClC-3可能与DNA的合成有关。在有丝分裂前期，

当染色质开始凝集时， C l C - 3 也重新定位于细胞

核，然后聚合，提示ClC-3可能参与染色质凝集。

这些现象都说明ClC-3可能作为调控因子，通过参

与蛋白质互作而影响细胞周期。

在正常和恶性胶质瘤细胞有丝分裂期期间，

ClC-3与α-tubulin共定位在纺锤体 [19]，而我们也在

HeLa细胞有丝分裂的中期发现了这一现象，提示

ClC-3可能直接影响纺锤体的组装。在有丝分裂后

期，ClC-3与α-tubulin共定位且在分开的姐妹染色

单体之间积累 [46]。说明ClC-3可能通与与α-tubulin
相互作用来参与调节姐妹染色体分开。通过这些

现象可以看到，ClC-3不仅仅只是作为氯离子通道

蛋白，也可能作为周期调控蛋白参与细胞增殖的

调控。

8  结语与展望

在细胞膜上ClC-3主要作为氯离子通道蛋白参

与调节细胞容积，维持一定的细胞体积对细胞通

过G1/S转换至关重要；抑制Cl–电流将抑制PMC，

延长细胞 G 1 期；在胞内，抑制 C l C - 3 能通过 A k t -
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GSK-3β信号通路抑制cyclin D1和cyclin E的表达，

使细胞阻滞在G1期。也能通过参与CaMKII调节的

A kt和R af/MEK/ER K信号通路降低CDK激酶的活

性或者减弱DNA的合成能力；还可能作为调控因

子影响细胞周期，如参与影响细胞核内DNA的合

成、染色体凝集，与α-tubulin与相互作用影响细胞

有丝分裂；在细胞内囊膜上，ClC-3可能通过调节

细胞内囊泡的酸化，影响其细胞周期运转所需重

要蛋白质的合成和降解，如影响CDC25C的降解，

促进细胞进入有丝分裂期；ClC-3也可能通过维持

细胞内氧压来影响细胞的生长。

ClC-3作为氯离子通道蛋白中的一种，对维持

细胞的正常生命活动至关重要，其异常可导致细

胞代谢活动紊乱，影响其正常功能，影响细胞增

殖，甚至导致细胞凋亡、死亡。现在ClC-3已作为

研究肿瘤的一个热点，抑制细胞增殖能很好的抑

制肿瘤的生长，因此研究ClC-3参与细胞增殖的作

用机制将有助于开发抗肿瘤药物的新靶点。目前

对ClC-3参与细胞增殖作用机制的研究比较少，有

很多问题需要解决。ClC-3参与细胞增殖已基本确

定，未来对ClC-3的研究将会侧重在对其作用机制

的研究，ClC-3在细胞周期每个阶段的不同的作用

机制都会成为研究重点。
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