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LRRC8A细胞模型的构建及其生理特性研究
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摘  要：本文旨在构建容积调控性阴离子通道主要成分LRRC8A的细胞模型，并应用该模型研究LRRC8A的生理特性。构建

LRRC8A和YFP-H148Q/I152L真核表达载体，应用脂质体转染、抗生素筛选和有限稀释，获取共表达LRRC8A和YFP-H148Q/
I152L的Fisher大鼠甲状腺滤泡上皮(Fischer rat thyroid, FRT)细胞。倒置荧光显微镜观察目的基因表达情况，荧光淬灭动力学

实验检测LRRC8A和YFP-H148Q/I152L的功能。获得用于研究LRRC8A容积调控性阴离子通道的细胞模型，并应用该细胞模

型研究LRRC8A的生理特性，包括阴离子转运特性、渗透压对LRRC8A的开放、阴离子转运速度的影响以及氯离子通道抑制

剂对LRRC8A的作用。结果显示：(1)成功获得共表达LRRC8A和YFP-H148Q/I152L的FRT细胞，该细胞模型可用于LRRC8A
容积调控性氯离子通道生理特性的研究。(2)在低渗状态下，LRRC8A容积调控性阴离子通道激活，可转运阴离子，如：碘

离子和氯离子等；YFP-H148Q/I152L可用于研究阴离子的转运速度；渗透压是LRRC8A容积调控性阴离子通道开放的调控因

素，其开放与渗透压呈负相关；氯离子通道抑制剂对LRRC8A通道的转运功能具有抑制作用，并呈剂量依赖关系。上述结果

提示，本研究成功构建LRRC8A细胞模型，且应用该模型研究显示LRRC8A具有经典的容积调控性阴离子通道的特性。
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Establishment and application of a cell model for LRRC8A physiological charac-
teristic study 
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Abstract: The aim of the present study was to establish a cell model of  volume-regulated anion channel subunit LRRC8A and inves-
tigate the physiological characteristics of LRRC8A. The eukaryotic expression vectors of LRRC8A and YFP-H148Q/I152L were 
constructed and transfected into Fischer rat thyroid (FRT) cells by Lipofectamine 2000. The FRT cell lines co-expressing LRRC8A 
and YFP-H148Q/I152L were obtained by antibiotic screening. The expression of LRRC8A and YFP-H148Q/I152L in FRT cells was 
detected by the inverted fluorescence microscope. The fluorescence quenching kinetic experiment was done to verify the function and 
effectiveness of the cell model. Then the cell model was utilized to study the physiological characteristics of LRRC8A, such as the 
characteristics of anion transport, the opening of LRRC8A by osmotic pressure, the effect of anion transport velocity, and the effect of 
chloride channel inhibitors on LRRC8A anion channel. The results of the inverted fluorescence microscope showed that LRRC8A was 
expressed on the cell membrane and YFP-H148Q/I152L was expressed in the cytoplasm. The results of fluorescence quenching kinetic 
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test showed that under the condition of low osmotic state, LRRC8A could transport some kinds of anions, such as iodine and chloride 
ions. Osmotic pressure played a key role in the regulation of LRRC8A volume-regulated anion channel opening. Chloride channel 
inhibitors inhibited ion transport of LRRC8A channel in a dose-dependent manner. It is suggested that LRRC8A has the characteristics 
of classic volume-regulated anion channels by using the cell model of FRT cells co-expressing LRRC8A and YFP-H148Q/I152L.

Key words: LRRC8A; volume-regulated anion channels; osmotic pressure; FRT cells

容积调控性阴离子通道 (volume-regulated anion 
channels, VRAC) 普遍存在于各种哺乳动物细胞，

不仅在调节细胞容积动态平衡、细胞自身内环境稳

态、细胞电生理、细胞增殖与分化以及细胞凋亡等

多种生命活动中发挥重要作用 [1–3]，并且与多种疾

病的发生密切相关，如：肿瘤、心肌缺血、心律失

常等 [4, 5]。近年来 Voss 和 Ullrich 等人发现 LRRC8A
是 VRAC 的编码基因，其编码表达的蛋白质 LRR-
C8A 是构成 VRAC 必不可少的一个亚基 [6, 7]，且据

此开展了一系列针对性的研究，研究证实 LRRC8A
参与运输代谢物或药物和细胞外信号转导，阴离子

通道阻滞剂可抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭及迁移，

且有助于调节细胞容积，维持细胞正常生理功能 [1]，

但 LRRC8A 在细胞凋亡方面的作用机制尚不清楚，

对于它的生理特性的研究也还处于初级阶段 [8]。

电生理技术是研究离子通道的金标准，但需要

特定的仪器设备，对技术人员要求较高，尤其不适

合离子通道小分子调节剂高通量筛选。为此有学者

应用放射性 36Cl 研究囊性纤维化跨膜电导调节因子

(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, 
CFTR) 氯离子通道功能，后期发展为应用氯离子

敏感的荧光染料反映氯离子通道的开放和关闭情

况 [9]。但这些方法不仅需要特殊的材料和困难的技

术条件，而且要将荧光染料转载至细胞内，一次实

验结束后还需要重新制备样本，限制了这些方法的

应用和推广 [10]。绿色荧光蛋白可在细胞内长久表达，

其相对荧光强度高，重复性好。黄色荧光蛋白是在

此基础上建立的一种荧光蛋白，其荧光信号是绿色

荧光蛋白的数倍。本研究小组在前期工作中建立了

卤族元素敏感的黄色荧光蛋白突变体 YFP-H148Q/
I152L 的细胞模型，并用其检测钙激活氯离子通道

的生理功能，取得了理想结果，为后期研究 VRAC
等氯离子通道功能奠定了良好基础 [11]。本研究构建

了共表达 YFP-H148Q/I152L 和 LRRC8A 的细胞模

型，用于研究 LRRC8A 的某些生理特性，包括转

运阴离子的特性、渗透压对 LRRC8A 的开放情况、

阴离子转运速度的影响以及氯离子通道抑制剂对

LRRC8A 阴离子通道的作用。该细胞模型可反复传

代，重复性好，具有经济、简便、快速和灵敏的特点。

该方法的建立为后续 VRAC 调节剂筛选、及其关

键碱基和氨基酸的发现、VRAC 与某些生理活动和

病理机制的内在联系等研究奠定了良好基础，有利

于阐明 LRRC8A 影响肿瘤细胞恶性生物学行为的

机制。

1  材料和方法

1.1  主要试剂　　大鼠甲状腺滤泡上皮 (Fischer rat 
epithelial, FRT) 细胞由中国科学院应用化学研究所

关新刚教授馈赠；LRRC8A 真核表达载体和 YFP-
H148Q/I152L 真核表达载体由本实验室前期构建；

所用引物由金唯智生物科技有限公司合成；

Lipofectamine 2000 脂质体、潮霉素 B (Hygromycin 
B)、G418 抗 生 素、TRIzol 和 RT-PCR 试 剂 购 自

Invitrogen 公司；F-12 营养培养基、尼氟灭酸 (niflumic 
acid, NFA) 和 5- 硝 基 -2-3 苯 酚 丙 胺 苯 甲 酸 盐

[5-nitro-2(3-phenylpropylamino)benzoate, NPPB] 购

自 Sigma 公司。

1.2  主要仪器　　Fluo star 多功能酶标仪 (BMG)、
倒置荧光显微镜 (Nikon)、CO2 培养箱、超纯水机、

凝胶成像仪、PCR 仪、Nanodrop 2000 微量分光光

度计。   
1.3  细胞模型的构建 —— 构建共表达 LRRC8A 和

YFP-H148Q/I152L 的 FRT 细胞株　　由本实验室

构建 LRRC8A 真核表达载体 (pCMV3-LRRC8A，在

LRRC8A 的 C 端融合表达红色荧光蛋白 RFP，启动

子为 CMV) 和 YFP-H148Q/I152L 真核表达载体 ( 是
黄色荧光蛋白的双突变体，突变后不仅具有极强的

碘离子敏感特性，当遇到体液中含量极少的碘离子

时发生显著性荧光信号降低，即荧光淬灭，而且具

有对其它卤族元素如体液中含量最高的氯离子等阴

离子不敏感的特性，因此是适宜用作反映氯离子通

道开放情况的工具 )，按照 Lipofectamine 2000 说明

书将 pCMV3-LRRC8A 转入 FRT 细胞，潮霉素 B 抗

生素筛选，挑取倒置荧光显微镜下细胞膜可见红色
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荧光的 FRT 细胞克隆，有限稀释后保存阳性细胞株，

连续传代三次仍可见百分之百细胞膜红色荧光的

FRT 细胞为稳定表达 LRRC8A 的阳性细胞株，扩

大培养。将 YFP-H148Q/I152L 转入已表达 LRRC8A
的 FRT 细胞，用 G418 抗生素筛选，挑取倒置荧光

显微镜下胞浆可见绿色荧光信号的 FRT 细胞克隆，

具体步骤同上，获得 LRRC8A 和 YFP-H148Q/I152L
共表达的 FRT 细胞株。

1.4  RT-PCR 电 泳 鉴 定 FRT 细 胞 中 表 达 LRR-
C8A~E 的组分　　选取生长状态良好的 FRT 细胞

株，加入 TRIzol ，按照试剂盒说明书提取总 RNA，

逆转录合成 cDNA。以此 cDNA 为模板，设计

LRRC8A~E 编码区特异性引物，PCR 扩增目的片段。

将 PCR 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。LR-
RC8A 上下游引物：5’-GGAGGGCCAAGGCTGC-3’，
5’-ACCCTGAGATGGCTCTGCTA-3’ ；LRRC8B 上

下游引物：5’-CAGTACTTCG- CCGTGACCAA-3’，
5’-CCAATGAGTTCCA- GGTGGGT-3’ ；LRRC8C 上

下游引物：5’-CCCCAGAGATTAATGTGGCTG-3’，
5’-CGGAACTCGGTCACTGGAAT-3’ ；LRRC8D 上

下 游 引 物：5’-TGAGGGATCTAAGGCTCGGA-3’，
5’-AGCAACTTCCGCAAGGGTAA-3’ ；LRRC8E 上

下游引物：5’-CATCCCAGAGCAACAGGATGAT-3’，
5’-GGGAAGTACTTGGCGTACCA-3’。目标产物分

别为 157、158、106、153 和 370 bp。
1.5  细胞模型的鉴定　　在倒置荧光显微镜下观察

并拍照。

1.6  荧光淬灭动力学实验鉴定细胞模型有效性　　

将实验分为低渗状态组和对照组两组，每组设置 3
个复孔。低渗状态组：选取传代 3 次后密度达到

80%~90% 的 10 cm 板 FRT 细胞 ( 共表达 LRRC8A
与 YFP-H148Q/I152L 的 FRT 细胞和仅稳定转染

YFP-H148Q/I152L 的 FRT 细胞 )，传代到 96 孔板，

用 PBS 清洗 3 遍去除杂质，PBS 全部吸出后加入

50 μL 超纯水，隔 2 s 注入碘离子 PBS 缓冲液 ( 由
酶标仪完成 )，记录相对荧光强度动态变化。对照组：

PBS 全部吸出后加入 50 μL PBS 缓冲液，隔 2 s 注
入碘离子 PBS 缓冲液 ( 由酶标仪完成 )，记录相对

荧光强度动态变化。具体设置如下：激发光波长

500 nm，发射光波长 540 nm。以每秒 5 个点的速度

动态检测相对荧光强度，其中前 2 s 为基线，2 s 后
以 280 μL/s 的速度向目标孔中注入 120 μL 碘离子

PBS 缓冲液。137 mmol/L 碘离子 PBS 缓冲液的

配方如下： NaI 10.27 g、KCl 0.1 g、CaCl2 0.055 g、
MgCl2 0.051 g、Na2HPO4 0.575 g、KH2PO4 0.102 g，
加入超纯水中，定容至 500 mL。
1.7  检测 LRRC8A 离子通道转运阴离子的生理特性    
　　用含钙镁离子的 PBS 洗涤细胞 3 次，PBS 全部

吸出后加入超纯水 50 μL，隔 2 s 加入一定浓度的含

有碘离子 PBS 缓冲液 ( 由酶标仪完成 )，记录相对

荧光强度动态变化。

1.8  检测渗透压对 LRRC8A 阴离子通道转运碘离子

功能的影响　　不同渗透压溶液的配制：等渗 310 
mOsm/kg、 倍 比 稀 释 获 得 155 mOsm/kg、77.5 
mOsm/kg 等等，用含钙镁离子的 PBS 洗涤细胞 3 次，

PBS 全部吸出后加入超纯水 50 μL，用酶标仪注入

不同浓度低渗的碘离子 PBS 缓冲液，记录相对荧光

强度动态变化。

1.9  检测渗透压对 LRRC8A 阴离子通道开放的调控

作用　　将实验分为调节渗透压组和对照组两组，

每组设置 3 个复孔。调节渗透压组：PBS 全部吸出

后加入 50 μL 超纯水，隔 2 s 注入 2 × PBS，再隔 2 s
注入碘离子 PBS 缓冲液 ( 由酶标仪完成 )，记录相

对荧光强度动态变化。对照组：PBS 全部吸出后加

入 50 μL 超纯水，隔 2 s 加入碘离子 PBS 缓冲液 ( 由
酶标仪完成 )，记录相对荧光强度动态变化。

1.10  检测氯离子通道抑制剂对 LRRC8A 阴离子通

道的作用　　将实验分为 A、B 两组，每组设置三

个复孔。不同浓度 NFA 的配制：300 μmol/L、倍比

稀释获得 150 μmol/L、75 μmol/L、38 μmol/L、19 
μmol/L。不同浓度 NPPB 的配制：1 200 μmol/L、倍

比稀释获得 600 μmol/L、300 μmol/L、150 μmol/L、
75 μmol/L、38 μmol/L、19 μmol/L。A 组 ( 先抑制

后开放 ) ：用含钙镁离子的 PBS 洗涤细胞 3 次，留

50 μL PBS，由酶标仪注入不同浓度的 NFA 或

NPPB，孵育 10 min 后吸出，加入 50 μL 超纯水，

隔 2 s 注入碘离子 PBS 缓冲液，记录相对荧光强度

动态变化。B 组 ( 先开放后抑制 ) ：用含钙镁离子

的 PBS 洗涤细胞 3 次后，液体全部吸出，加入 50 
μL 超纯水，由酶标仪注入不同浓度的 NFA ( 或
NPPB)，后续步骤与 A 组实验相同。

1.11  统计学处理　　细胞膜上 LRRC8A 通道对碘

离子转运的活性用相对荧光强度数值与时间变化曲

线反映。以 SPSS15.0 软件分析，数据以 mean ± SD
表示，组间比较用单因素方差分析和 Student-New-
man-Keuls 检验。以 P < 0.05 为差异有统计学意义。
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2  结果

2.1  细胞模型构建结果

倒置荧光显微镜下观察：可见 FRT 细胞膜上有

红色荧光，结果显示 LRRC8A 表达在细胞膜上，见

图 1B、图 1D；同时胞浆内可见清晰的绿色荧光信号，

结果表明黄色荧光蛋白双突变体表达在胞浆中，见

图 1C、图 1D。结果表明，成功获得稳定共表达

LRRC8A 和 YFP-H148Q/I152L 的 FRT 细胞株。

2.2  细胞模型有效性鉴定结果

多功能酶标仪荧光淬灭动力学实验结果显示：

用低渗溶液后，加入 NaI 的 PBS 缓冲液，仅稳定转

染 YFP-H148Q/I152L 的 FRT 细胞荧光淬灭，相对

荧光强度显著下降，结果提示容积调控性氯离子通

道开放，碘离子内流；对照组实验中用等渗溶液，

加入 NaI 的 PBS 缓冲液后，仅稳定转染 YFP-H148Q/ 
I152L 的 FRT 细胞相对荧光强度无显著变化，结果

提示 LRRC8A 阴离子通道不开放 ( 图 2A) ；共表达

LRRC8A 与 YFP-H148Q/I152L 的 FRT 细胞荧光淬

灭，相对荧光强度显著下降幅度更强烈，结果提示

容积调控性氯离子通道开放，碘离子内流，各组之

间转运离子速度具有显著性差异 (图2B)。结果表明，

FRT 细胞内源性表达容积调控性氯离子通道，但是

淬灭结果显著性低于过表达 LRRC8A 的 FRT 细胞。

过表达 LRRC8A 后的 FRT 细胞展现出更强的容积

调控性氯离子通道的特性，进一步证实 LRRC8A
是容积调控性氯离子通道或 LRRC8A 是氯离子通

道重要的组成部分，说明本实验成功获得了可用于

研究 LRRC8A 生理特性的细胞模型。

2.3  LRRC8A离子通道转运阴离子的生理特性

用低渗溶液刺激 LRRC8A 后，加入含 NaI 的
PBS 缓冲液，相对荧光强度显著下降 ( 图 2A)，提

示 LRRC8A 开放，碘离子 ( 或氯离子 ) 内流。结果

图   1. 细胞模型的鉴定结果 
Fig. 1. Identification of cell models. A: FRT cells. B: The expression of LRRC8A in FRT cells. C: The expression of YFP-H148Q/
I152L in FRT cells. D: Merge. Scale bar, 10 μm.

图   2. 荧光淬灭动力学实验检测LRRC8A通道的开放情况

Fig. 2. The opening of LRRC8A channel detected by fluorescence quenching kinetics test. A: Detection of the opening of LRRC8A 
in hypotonicity or isotonicity. B: Fluorescence quenching percentage of YFP. 1: FRT cells transfected with YFP-H148Q/I152L in 
isotonicity. 2: FRT cells stably transfected with YFP-H148Q/I152L in hypotonicity. 3: FRT cells stably transfected with YFP-H148Q/
I152L and LRRC8A in hypotonicity. Mean ± SD, n = 3. *P <0.05 vs WT+isotonicity group; #P < 0.05 vs WT+hypotonicity group.
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表明，LRRC8A 容积调控性阴离子通道具有转运阴

离子如碘离子等的生理功能。

2.4  FRT细胞中内源性LRRC8A~E组分的表达     
RT-PCR 电泳结果显示，1~5 泳道分别在 157、

158、106、153和 370 bp附近出现对应的特异性条带，

管家基因 β-actin 在对应的泳道出现 260 bp 的条带，

与预期的目的片段大小相符 ( 图 3)。结果表明，

FRT 细胞内源性表达 LRRC8A~E。
2.5  渗透压对LRRC8A阴离子通道转运碘离子的

影响

改变细胞渗透压，当其趋于等渗时，相对荧光

强度变化幅度减小 ( 图 4A、图 4C)，提示 LRRC8A
开放程度减小，碘离子的转运速率减小。结果表明，

LRRC8A 转运碘离子的速率与细胞的渗透压有关，

渗透压越高，转运速率越低，在细胞渗透压达到

310 mOsm/kg 时，转运速率最低。

2.6  渗透压对LRRC8A阴离子通道的开放起调控性

作用

用低渗溶液刺激 LRRC8A 时，加入含碘离子

PBS 缓冲液，荧光淬灭，相对荧光强度显著下降。

当 LRRC8A 开放时，加入 2 × PBS，相对荧光强度

不发生显著变化 ( 图 4B)，提示细胞恢复等渗状态

时 LRRC8A 关闭。结果表明，渗透压对 LRRC8A
阴离子通道的开放起调控性作用。

2.7  氯离子通道抑制剂对LRRC8A容积性阴离子通

道开放的作用   
A 组 ( 先抑制后开放 ) ：细胞等渗时，加入不同

浓度氯离子通道抑制剂 NFA 或 NPPB 孵育，用低

渗溶液刺激 LRRC8A，再加入含 NaI 的 PBS 缓冲液，

相对荧光强度产生不同幅度的减少 ( 图 5A、5B)，
提示荧光淬灭强度与氯离子通道抑制剂浓度有关。

结果表明，LRRC8A 开放程度与氯离子通道抑制剂

图    3. RT-PCR鉴定FRT细胞内源性表达LRRC8A~E 
Fig. 3. Identification of endogenous expression of LRRC8A–E 
in FRT cells by RT-PCR. M: Maker; 1–5: LRRC8A–E; 6: β-actin.

图   4. 不同渗透压下LRRC8A阴离子通道转运碘离子的结果

Fig. 4. The results of LRRC8A transport function in different 
osmotic pressures. A: Effect of osmotic pressure on relative 
fluorescence intensity of FRT cells. B: Characteristics of 
LRRC8A transporting anions. C: Effect of osmotic pressure on 
the opening of LRRC8A anion channels.
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浓度有关，抑制剂浓度越高，抑制程度越大。

B 组 ( 先开放后抑制 ) ：细胞低渗时，同样加入

不同浓度的氯离子通道抑制剂 NFA 或 NPPB 孵育，

低渗溶液刺激 LRRC8A，产生的结果也同 A 组实验

结果一致，即相对荧光强度产生不同幅度的减少。

综合 A 组和 B 组的结果，LRRC8A 在等渗与低渗

状态下相对荧光强度变化幅度相同，提示不同渗透

压下，抑制剂浓度相同时，抑制的程度相同，即

LRRC8A 的开放程度相同。结果表明，LRRC8A 开

放程度的变化是其特异性抑制剂的作用，而不是抑

制剂导致渗透压变化所致。

3  讨论

近年来，VRAC 受到越来越多国内外学者的关

注。VRAC 在维持细胞体积以应对渗透压挑战方面

起着中心作用 [12]。LRRC8A 被确认为 VRAC 的重

要组成部分，并普遍存在于各种哺乳动物细胞，与

其它多达 4 个 LRRC8 亚基组装成 800 kDa 的多相

复合物。当被重组为双层时，LRRC8 复合物足以

形成由渗透压梯度激活的阴离子通道 [13]。膜片钳等

电生理技术是研究离子通道的金标准，但因实验设

备、技术和人员等原因极大限制了其应用，后期有

学者应用放射性 36Cl 和氯离子敏感的荧光染料研究

氯离子通道功能，也因需特殊材料或者困难的技术

条件等原因未得到广泛的的应用和推广。黄色荧光

蛋白荧光信号是绿色荧光蛋白的数倍，其双突变体

YFP-H148Q/I152L 具有极强的卤族元素敏感的特

点，基于检测 YFP-H148Q/I152L 相对荧光信号强

弱来反映氯离子通道开放情况的研究方法得到了越

来越多研究小组的采用和认可 [1, 7, 14]。构建基于

YFP-H148Q/I152L 细胞模型的研究方法具有经济、

简便、快速和灵敏等诸多优点。本研究结果表明，

荧光信号在低渗状态下淬灭，碘离子 ( 或氯离子 )
内流，证实 LRRC8A 容积调控性阴离子通道转运

碘离子和氯离子；渗透压越低，离子通道开放程度

越大，转运阴离子的速度越快；当细胞内外趋于等

渗时，离子通道开放程度逐渐变小，最后关闭，表

明渗透压是调控 LRRC8A 容积调控性阴离子通道

开放的重要因素；氯离子通道抑制剂 NFA 对 LRR-
C8A 通道的转运具有抑制作用；LRRC8A 阴离子通

道开放程度与氯离子通道抑制剂浓度有关；LRR-
C8A 阴离子通道开放程度与氯离子通道抑制剂加入

而导致的渗透压变化无关；FRT 细胞内源性表达

LRRC8A ；LRRC8A 具有经典的 VRAC 的特性；

LRRC8A 是研究 VRAC 作用机制过程中不可缺少

的一部分，研究 LRRC8A 与某些疾病之间的联系

是目前医学、分子生物学、生理学等领域的亟待解

决的问题。本研究构建了研究 LRRC8A 功能及生

理特性的细胞模型，为构建阴离子通道的模型和深

入研究相关生理和病理过程奠定了分子基础。
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