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重组新城疫病毒 rL-RVG 通过 BECN1-SLC7A11-GPX4 通路诱导小鼠
肺腺癌细胞铁死亡
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［摘要］　目的　探讨重组新城疫病毒 rL-RVG 是否能够通过 Beclin 1（BECN1）-溶质载体家族 7 成员 11

（SLC7A11）-谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）信号通路在小鼠肺腺癌细胞中引发铁死亡。方法　体外培养小鼠肺

腺癌Lewis细胞系，分别进行 rL-RVG感染（rL-RVG组）、新城疫病毒（NDV）感染（NDV组）、BECN1敲减（siRNA组）、

NDV 感染联合 BECN1 敲减（NDV＋siRNA 组）、rL-RVG 感染联合 BECN1 敲减（rL-RVG＋siRNA 组）等处理，并

设置相应的对照组。采用 CCK-8 法检测细胞增殖能力，Transwell 迁移及侵袭实验检测细胞迁移和侵袭能力，集落形

成实验检测细胞集落形成能力，试剂盒检测脂质过氧化物丙二醛（MDA）水平，蛋白质印迹法和 qPCR 检测铁死亡通

路相关蛋白 BECN1、SLC7A11、GPX4 表达量。结果　与对照组相比，rL-RVG 组、NDV 组细胞增殖能力、迁移距

离、侵袭能力、细胞集落形成能力、SLC7A11 表达、GPX4 表达下降（均 P＜0.05），MDA 水平、BECN1 表达升高

（均 P＜0.05），且 rL-RVG 组相比 NDV 组效果更加显著（均 P＜0.05）。siRNA 组较对照组 MDA 水平、BECN1 表

达下降（均 P＜0.05），SLC7A11、GPX4 表达升高（均 P＜0.01）；rL-RVG＋siRNA 组相比于 rL-RVG 组、NDV＋ 

siRNA 组相比于 NDV 组，MDA 水平和 BECN1 表达下降（均 P＜0.05），SLC7A11、GPX4 表达上升（均 P＜0.01）。

结论　rL-RVG 可以阻止小鼠肺腺癌细胞的增殖、迁移和扩散，并且可能通过上调 BECN1-SLC7A11-GPX4 轴增加脂

质过氧化物 MDA 含量，诱导小鼠肺腺癌细胞铁死亡。
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Recombinant Newcastle disease virus rL-RVG induces ferroptosis in mouse lung adenocarcinoma cells via 
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［ Abstract ］ Objective To explore whether recombinant Newcastle disease virus (NDV) rL-RVG can induce 
ferroptosis in mouse lung adenocarcinoma cells through the Beclin 1 (BECN1)-solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11)-
glutathione peroxidase 4 (GPX4) pathway. Methods The mouse lung adenocarcinoma Lewis cell line was cultured in vitro 

and then subjected to infection with rL-RVG (rL-RVG group), infection with NDV (NDV group), BECN1 knockdown (siRNA 
group), NDV infection plus BECN1 knockdown (NDV＋siRNA group), or rL-RVG infection plus BECN1 knockdown  
(rL-RVG＋siRNA group), with untreated cells serving as control group. Cell counting kit 8, Transwell migration and invasion 
and plate colony-formation assays were used to detect cell proliferation, migration, invasion, and colony formation. The 
content of lipid peroxide malondialdehyde (MDA) was assessed by a kit. Western blotting and quantitative polymerase chain 
reaction were used to detect the expression of ferroptosis-related proteins BECN1, SLC7A11 and GPX4. Results Compared 
with the control group, the cell proliferation, migration, invasion, colony formation, and the expression of SLC7A11 and 
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GPX4 were significantly decreased in the rL-RVG and NDV groups (all P＜0.05), whereas the levels of MDA and BECN1 
were significantly increased (all P＜0.05); the rL-RVG group showed a greater effect than the NDV group (all P＜0.05). The 
levels of MDA and BECN1 were significantly decreased in the siRNA group compared with the control group (both P＜0.05), 
whereas the levels of SLC7A11 and GPX4 were significantly elevated (both P＜0.01). The levels of MDA and BECN1 were 
also significantly decreased in the rL-RVG＋siRNA and NDV＋siRNA groups compared with the rL-RVG and NDV groups 
(all P＜0.05), and the levels of SLC7A11 and GPX4 were significantly decreased (all P＜0.01). Conciusion rL-RVG  
can effectively prevent the proliferation, migration, and invasion of mouse lung adenocarcinoma cells and elevate lipid 
peroxidation by up-regulating the BECN1-SLC7A11-GPX4 axis, thereby inducing tumor-cell ferroptosis.

［ Key words ］　recombinant Newcastle disease virus; lung adenocarcinoma; ferroptosis; Beclin 1; solute carrier family 
7 member 11; glutathione peroxidase 4

［ Citation ］　XIONG W, GUO Y, YU S, et al. Recombinant Newcastle disease virus rL-RVG induces ferroptosis in 
mouse lung adenocarcinoma cells via BECN1-SLC7A11-GPX4 pathway［J］. Acad J Naval Med Univ, 2026, 47(1): 77-83. 
DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20240560. 

肺癌是我国成年人人群中发病率和死亡率最

高的恶性肿瘤，严重危害我国成人生命健康［1］。

其中，非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）约占肺癌发病率的 85%，其 5 年生存率

为 4%～17%［2］。化疗是目前肺癌治疗的主要方式

之一，然而部分患者因身体耐受能力差等原因不适

合化疗，发展新的药物治疗靶点和治疗机制对肺癌

的治疗具有重要临床意义［3］。

铁死亡是近期受到广泛关注的一种新型细胞

死亡模式，其在细胞形态、生化特征以及遗传学调

控上与凋亡、坏死及自噬均有所不同［4-5］。一般认

为，铁死亡的调控机制主要依赖于谷胱甘肽过氧化

物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）对于脂

质过氧化物的有效中和［6］。细胞通过溶质载体家

族 7 成 员 11（solute carrier family 7 member 11，
SLC7A11）-谷胱甘肽 -GPX4 途径促进GPX4 的循 
环利用［7］，由核受体共激活剂 4（nuclear receptor 
coactivator 4，NCOA4）介导溶酶体对细胞内铁

蛋白进行自噬性降解，即铁自噬［8］。而 Beclin 1
（BECN1）作为自噬的关键调节剂，是Ⅲ类磷脂

酰肌醇 3- 激酶复合物的核心成分，可在腺苷酸活

化蛋白激酶介导下形成 BECN1-SLC7A11 复合物，

抑制 Xc－系统（胱氨酸 / 谷氨酸反向转运体）活

性，促进铁死亡［9-10］。已有研究证实，新城疫病毒

（Newcastle disease virus，NDV）能够抑制 Xc－系

统，促进人脑星形胶质母细胞瘤发生铁死亡［11］。

稳定表达狂犬病毒糖蛋白的重组NDV（recombinant 
avirulent NDV La Sota strain expressing the rabies 
virus glycoprotein，rL-RVG）利用 NDV 为载体表

达狂犬病毒外膜糖蛋白基因，具有溶瘤特性和对狂

犬病毒糖蛋白 N 受体的阻断作用，从而使其在抗肿

瘤方面的效果明显高于 NDV。本课题组前期实验

已证实 rL-RVG 比 NDV 对胃癌细胞增殖抑制更明

显［12］，rL-RVG 通过 p53-Yes 相关蛋白 1- 长链脂酰

辅酶 A 合成酶 4 通路抑制人肺腺癌细胞铁死亡［13］。

本研究旨在探索重组新城疫病毒 rL-RVG 能否通过

BECN1-SLC7A11-GPX4 通路诱导小鼠肺癌细胞发

生铁死亡。

1　材料和方法

1.1　材料　Lewis 肺腺癌细胞（武汉普诺赛生命

科技有限公司）；rL-RVG 和 NDV（哈尔滨兽医研

究所）；CCK-8 试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司）；Transwell 小室（广州洁特生物过滤股

份有限公司），基质胶（美国 BD 公司）；丙二醛

（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒（S0131S，
上海碧云天生物技术有限公司）；BECN1 siRNA（南

京科瑞斯科技有限公司）；RNA 快速提取试剂盒、

ChamQ Universal SYBR qPCRMaster Mix（南京诺 
唯赞生物科技股份有限公司）；兔抗 BECN1、
SLC7A11、GPX4 抗体（武汉三鹰生物技术有限公

司），兔抗 GAPDH 抗体、羊抗兔二抗（武汉博士

德生物工程有限公司）。

1.2　细胞分组与处理　将 Lewis 细胞置于完全

DMEM 高糖培养基（含 10% FBS）中，在 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养。分别进行 rL-RVG 感染

（rL-RVG 组）、NDV 感 染（NDV 组）、BECN1

敲减（siRNA 组）、NDV 感染联合 BECN1 敲减
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（NDV＋siRNA 组）、rL-RVG 感 染 联 合 BECN1

敲减（rL-RVG＋siRNA 组）等处理，并设置相应

的对照组。病毒感染：将 Lewis 细胞接种于 6 孔板

中，当细胞贴壁面积达 70%～80% 时选择感染复数

为 5［12］的 NDV 及 rL-RVG 处理细胞，培养 24 h 进

行后续实验。siRNA 转染：将 Lewis 细胞接种于 
6 孔板，放入 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养，

待细胞密度达到 30%～50% 后，状态良好时进行

转染。把干粉状态 siRNA EP 管瞬时离心后加入 
125 μL DEPC 水（无菌）使其浓度为 20 μmol/L。
取 2 个无菌 1.5 mL EP 管，按照说明书配制含有 
250 μL 无血清 DMEM 培养基及 5 μL Lipofectamine 
6000 的 a 液体、含有 250 μL 无血清 DMEM 培养基

及 8 μL siRNA 的 b 液体，将 a 液体及 b 液体混匀后

室温放置 20 min，每个实验组加入 250 μL 继续培

养，4～6 h 后换液。

1.3　CCK-8 实验　将约 5 000 个细胞接种于 96 孔

板中，设置 3 个复孔，加入 100 μL 培养基混匀，放

入细胞培养箱培养 24 h，加入病毒液继续培养。在

处理 0、12、24 和 36 h 后向 3 个复孔中加入 10 μL 
CCK-8 溶液，继续培养 2 h，用酶标仪在 450 nm 波

长处检测光密度（D）值。

1.4　Transwell 迁移、侵袭实验　Transwell 小室的

微孔膜表面预先涂覆基质胶（迁移实验未铺基质

胶），之后将 0.25 mL 细胞悬液接种至 Transwell
小室的上室中，在下室中加入含有 10% FBS 的完

全培养基 0.75 mL，培养 24 h 后用棉签去除微孔膜

上层的细胞；用 4% 多聚甲醛固定 10 min，并用 1%
结晶紫染色 30 min；置于显微镜下拍照、记录、

分析。

1.5　集落形成实验　在 6 孔板中每孔加入约 500
个细胞，在 37 ℃、5% CO2 的条件下常规培养，每

2 d 换 1 次培养基，7 d 后弃去培养基，用 PBS 洗涤

2 次；用 4% 多聚甲醛固定 30 min，PBS 洗涤 2 次；

0.2% 结晶紫染色 15 min，PBS 洗涤 2 次。计数细

胞集落数并计算各组的相对集落形成数量。

1.6　MDA 检测　按照 MDA 试剂盒说明书配制

0.37%的TBA贮存液和MDA检测工作液。将 0.1 mL 
标准品或待测样品（已稀释至不同浓度）加入 
1.5 mL 离心管中，之后加入 0.2 mL MDA 检测工作

液，充分混匀后，置于 99 ℃金属浴中加热 15 min。 
待混匀液冷却到室温以后，置于离心机中，1 000×g 

室温离心 10 min。在 96 孔板中加入 200 μL 上清

液，用酶标仪在 532 nm 波长处测定 D 值，根据标

准曲线计算 MDA 水平。

1.7　相关蛋白检测　采用蛋白质印迹法检测相关

蛋白的表达。在 6 孔板中接种细胞，加入适量的

裂解液提取总蛋白，按照说明书制胶后，取 10 μL
样品进行 10% SDS-PAGE，设置电压为 80 V、时

间为 30 min，待条带分层后设置电压为 120 V 继

续电泳。然后使用 400 mA 恒流转 30 min，将蛋白

转移到 PVDF 膜上。在无蛋白酶快速封闭液中封

闭 20 min，封闭后的条带放入配制好的一抗稀释

液中（BECN1、SLC7A11、GPX4 抗体的稀释比为 
1 ∶ 1 000，GAPDH 抗体的稀释比为 1 ∶ 5 000）， 
之后在 4 ℃冰箱中孵育过夜。将 PVDF 膜在室温下

用 TBST 洗 3 次，每次 10 min。充分洗膜后加入适

量的二抗（稀释比为 1 ∶ 10 000），室温下孵育 1 h 
后用 TBST 充分洗膜 3 次，每次 10 min。随后使用

ECL 发光液进行显影。

1.8　相关基因检测　采用 qPCR 检测相关基因的表

达。按照 RNA 快速提取试剂盒说明书提取细胞总

RNA，之后测量总 RNA 浓度。去除基因组 DNA 后

配制反转录反应体系，在 37 ℃反应 15 min，85 ℃、

5 s 后完成反转录过程，终止反应并将其存储于 
－80 ℃冰箱。按照说明书配制扩增反应体系，用

PCR 仪进行 qPCR，以 β-actin 作为内参基因，目的

基因 mRNA 的相对表达量用 2－ΔΔCt 法计算。

1.9　统计学处理　用 SPSS 22.0 软件进行统计学分

析，用 GraphPad Prism 9.0 软件绘图。所有实验均

重复 3 次，数据以 x±s 表示，两组间比较采用独立

样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。检

验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　rL-RVG 对 Lewis 细胞增殖能力的影响　CCK-8
结果显示，与对照组比较，rL-RVG 组、NDV 组细

胞增殖能力受到抑制（均 P＜0.05），并且 rL-RVG
组细胞增殖能力的抑制程度较 NDV 组更为显著 
（P＜0.05）。见图 1。
2.2　rL-RVG 对 Lewis 细胞迁移、侵袭、集落形成

能力的影响　实验结果显示，与对照组相比，rL-
RVG 组、NDV 组细胞迁移距离（图 2A、2B）、

侵袭能力（图 2C、2D）及集落形成能力（图 2E、
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2F）均降低（均 P＜0.01）；rL-RVG 组细胞迁移

距离、侵袭能力及集落形成能力比NDV组更低（均

P＜0.05）。

2.3　rL-RVG 对Lewis 细胞MDA 水平的影响　根据 

标 准 曲 线 计 算 各 组 Lewis 细 胞 的 MDA 释 放 

水平，对照组为（15.87±0.61）μmol/mg，rL-RVG 

组为（21.93±0.64）μmol/mg，NDV 组为（19.26± 

0.30）μmol/mg。统计学分析结果显示，与对照组

相比，rL-RVG 组、NDV 组细胞MDA 水平升高（均

P＜0.01），并且 rL-RVG 组细胞 MDA 水平高于

NDV 组（P＜0.01）。

2.4　rL-RVG 对 Lewis 细胞铁死亡相关蛋白表达

的影响　蛋白质印迹法检测结果显示，与对照 

组相比，rL-RVG、NDV 组细胞中 BECN1 蛋白的

表达升高（均 P＜0.01），并且 rL-RVG 组与 NDV

组 相 比 BECN1 蛋 白 表 达 更 高（P＜0.01）； 而

GPX4、SLC7A11 蛋白与对照组相比表达下降（均

P＜0.01），且 rL-RVG 组与 NDV 组相比 GPX4、

SLC7A11 蛋白表达更低（均 P＜0.01）。见图 3。

图 1　rL-RVG 抑制 Lewis 细胞增殖 

Fig 1　rL-RVG inhibits proliferation of  Lewis cells
*P＜0.05. n＝3, x±s. rL-RVG: Recombinant Newcastle disease 

virus rL-RVG; NDV: Newcastle disease virus. 

图 2　rL-RVG 抑制 Lewis 细胞迁移、侵袭和集落形成能力

Fig 2　rL-RVG inhibits migration, invasion, and colony formation of  Lewis cells
A, B: Migration of cells was detected by Transwell experiment (A: 100×; B: Statistics of cell counts); C, D: Invasion of cells  

was detected by Transwell experiment (A: 100×; B: Statistics of cell counts); E, F: The proliferation of cell was detected by  

colony-formation assay. *P＜0.05, **P＜0.01. n＝3, x±s. rL-RVG: Recombinant Newcastle disease virus rL-RVG; NDV: Newcastle 

disease virus. 
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2.5　rL-RVG 通过 BECN1-SLC7A11-GPX4 通路诱

导 Lewis 细胞铁死亡

2.5.1　BECN1 siRNA 质粒转染下调细胞中 BECN1
的表达　qPCR 结果显示，对照组 BECN1 mRNA 相

对表达量为 0.98±0.09，siRNA 组 BECN1 mRNA
相对表达量为 0.50±0.06；蛋白质印迹法检测结果

（图 4）显示，对照组 BECN1 蛋白相对表达量为

1.04±0.08，siRNA 组 BECN1 蛋白相对表达量为

0.32±0.07。统计学分析结果显示，与对照组相比，

siRNA 组 BECN1 的 mRNA 和蛋白表达均降低（均

P＜0.01），证实 BECN1 敲减成功。

组为（24.55±0.96）μmol/mg，rL-RVG＋siRNA组为 
（16.22±0.79）μmol/mg。统计学分析结果显示，

与对照组相比，siRNA 组细胞 MDA 水平下降（P＜ 

0.05），提示BECN1被敲减后可以减少MDA释放；

rL-RVG＋siRNA组相比于 rL-RVG组、NDV＋siRNA
组相比于 NDV 组，细胞 MDA 水平下降（均 P＜ 

0.01），说明 BECN1 敲减在一定程度上可以拮抗

rL-RVG、NDV 造成的 MDA 增多。

2.5.3　BECN1 敲 减 对 rL-RVG 感 染 细 胞 铁 死 亡

相关蛋白表达的影响　当敲减下调 BECN1 后，

SLC7A11、GPX4 蛋 白 表 达 较 对 照 组 升 高（均 
P＜0.01）；rL-RVG＋siRNA 组相比于 rL-RVG 组、

NDV＋siRNA 组相比于 NDV 组，细胞 BECN1 蛋

白表达下降，SLC7A11、GPX4 蛋白表达升高（均

P＜0.01），说明 BECN1 敲减可以在一定程度上挽

救铁死亡相关蛋白 SLC7A11、GPX4 的表达。见 
图 5。

3　讨　论

在我国，肺癌发病率和死亡率在所有恶性肿

瘤中居首位［14］，寻找肺癌的有效治疗靶点对于提

升疗效、改善患者预后具有重要意义。铁死亡是

一种新型细胞程序性死亡方式，与肿瘤有密切的关

系［15］。既往研究发现，上调 BECN1 表达可通过

SLC7A11-GPX4 轴诱导肝星状细胞发生铁死亡［16］。

自噬可能会通过增加脂质过氧化来积极调节细胞铁

死亡的发生［17］，而 BECN1 是自噬的关键调节剂，

故我们推测 BECN1-SLC7A11-GPX4 轴在铁死亡过

程中发挥作用。

图 3　rL-RVG 对 Lewis 细胞铁死亡相关蛋白表达的影响

Fig 3　Effect of rL-RVG on expression of ferroptosis-related proteins in Lewis cells
The protein expression was detected by Western blotting. **P＜0.01. n＝3, x±s. rL-RVG: Recombinant Newcastle disease virus rL-

RVG; BECN1: Beclin 1; GPX4: Glutathione peroxidase 4; SLC7A11: Solute carrier family 7 member 11; GAPDH: Glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase; NDV: Newcastle disease virus.

2.5.2　BECN1敲减对 rL-RVG感染细胞MDA释放水

平的影响　根据标准曲线计算各组MDA水平，对照

组 为（14.33±0.98）μmol/mg，siRNA 组 为（10.78± 

1.07）μmol/mg，NDV组为（20.65±1.17）μmol/mg，
NDV＋siRNA组为（14.67±1.32）μmol/mg，rL-RVG 
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图 4　BECN1 siRNA 质粒转染对 Lewis 细胞中 BECN1

蛋白表达的影响

Fig 4　Impact of BECN1 siRNA plasmid transfection on 

BECN1 protein expression in Lewis cells
The protein was detected by Western blotting. BECN1: Beclin 1;  

siRNA: Small interfering RNA; GAPDH: Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase; siControl: Negative control siRNA.
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溶瘤病毒具有独特的能力，能够在肿瘤细胞中

选择性感染并大量复制，从而对肿瘤细胞进行选择

性破坏。溶瘤病毒可以直接作用于局部肿瘤，具有

抗肿瘤活性，并且能够引起有效的、全身性的、持

久的免疫反应［18］。在治疗肿瘤方面，溶瘤病毒具有

安全、高效的特点［19］。NDV 隶属禽副黏病毒属，

是一种主要感染禽类的鸡瘟病毒［20］，有研究表明

NDV 在各种实体肿瘤治疗中能选择性地感染肿瘤

细胞并大量复制，从而选择性杀伤肿瘤细胞，还可

诱导有效、全身、持久的抗肿瘤免疫［21］。rL-RVG
是一种重组NDV，具有高度的安全性、强烈的免疫

活性以及稳定性，拥有比 NDV 更强的扩散能力［22］。

有研究表明 rL-RVG在抗肿瘤作用方面优于NDV［23］。

本实验用 rL-RVG、NDV感染细胞，检测铁死

亡生物标志物MDA水平、细胞增殖能力及相关蛋

白的表达水平等，结果显示用 rL-RVG、NDV分别处

理Lewis细胞，可降低细胞SLC7A11、GPX4 蛋白表

达，升高细胞BECN1 蛋白表达及MDA水平，表明 
rL-RVG 可 诱 导 Lewis 细 胞 铁 死 亡， 且 BECN1-
SLC7A11-GPX4 信号通路可能介导了该过程。以

siRNA转染的方法敲减BECN1处理Lewis细胞可下

调MDA水平并上调 SLC7A11、GPX4 蛋白表达，而

敲减 BECN1 联合病毒处理后 rL-RVG＋siRNA 组、

NDV＋siRNA 组相比于 rL-RVG 组、NDV 组细胞的

MDA水平和BECN1 蛋白表达下降，而 SLC7A11、
GPX4 蛋白表达水平升高，表明BECN1敲减在一定程

度上可以拮抗 rL-RVG、NDV造成的MDA增多，挽

救铁死亡相关通路蛋白SLC-7A11、GPX4 表达水平

的下降，提示 rL-RVG促进Lewis细胞铁死亡可能是

通过BECN1-SLC7A11-GPX4 信号通路激活实现的。

总之，本研究证实 rL-RVG 可上调 BECN1-
SLC7A11-GPX4 通路蛋白表达，减弱抗氧化因子活

性，诱导脂质过氧化和铁死亡，抑制 Lewis 细胞增

殖，从而起到抗癌作用，而上调 BECN1-SLC7A11-
GPX4 信号通路可能是其作用机制之一，为肺

癌的治疗提供了 rL-RVG 这一新思路。BECN1-
SLC7A11-GPX4 通路下游的具体分子机制有待进

一步深入研究。
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