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重组新城疫病毒ｒＬＲＶＧ抑制Ｎｒｆ２ＧＣＬＣＧＰＸ４通路诱导胃癌细胞铁死亡
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　　［摘要］　目的　探讨重组新城疫病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ｒＬＲＶＧ）是否通过Ｎｒｆ２
ＧＣＬＣＧＰＸ４通路引发胃癌细胞铁死亡。方法　培养人胃癌ＨＧＣ２７细胞，分别用 ｒＬＲＶＧ、新城疫病毒
（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）、ＰＢＳ溶液（对照组）处理ＨＧＣ２７细胞后，用ＣＣＫ８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭、细胞
划痕实验检测胃癌ＨＧＣ２７细胞的增殖、侵袭、迁移能力。加入铁死亡促进剂（ｅｒａｓｔｉｎ）、核因子 Ｅ２相关
因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）促进剂（ＴＢＨＱ）及抑制剂（ＭＬ３８５）作为干预组，脂质氧化
试剂盒检测各组丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量；ＤＣＦＨＤＡ荧光探针及流式细胞仪检测活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的含量；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光法检测 Ｎｒｆ２ＧＣＬＣＧＰＸ４通路相关蛋白表
达情况。结果　与对照组比较，ｒＬＲＶＧ和ＮＤＶ处理后，细胞的存活率均下降，呈剂量、时间依赖性，且
ｒＬＲＶＧ处理组较为显著（Ｐ＜０．０５）；ＮＤＶ和ｒＬＲＶＧ处理组胃癌ＨＧＣ２７细胞迁移、侵袭能力均受到抑
制，后者较前者抑制更明显（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，病毒组 Ｎｒｆ２、ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达下
降（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平、ＲＯＳ相对表达量上升（Ｐ＜０．０５），ｒＬＲＶＧ组上升或下降的趋势较 ＮＤＶ组明
显，且ｅｒａｓｔｉｎ组 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达下降（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，ＴＢＨＱ组、ＭＬ３８５组 Ｎｒｆ２、
ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达分别上升、下降（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平、ＲＯＳ相对表达量分别下降、上升
（Ｐ＜０．０５）；与ｒＬＲＶＧ组比较，ｒＬＲＶＧ＋ＴＢＨＱ组、ｒＬＲＶＧ＋ＭＬ３８５组 Ｎｒｆ２、ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白
表达分别上升、下降（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平、ＲＯＳ相对表达量分别下降、上升（Ｐ＜０．０５）。结论　重组新
城疫病毒（ｒＬＲＶＧ）可通过Ｎｒｆ２ＧＣＬＣＧＰＸ４通路诱导胃癌细胞铁死亡的发生，抑制肿瘤细胞的生长。
　　［关键词］　 重组新城疫病毒；胃癌细胞；铁死亡；核因子Ｅ２相关因子２；谷胱甘肽过氧化物酶４
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　　根据２０２０年全球癌症统计，胃癌的发病率和病死
率分别为全球癌症的第５位和第４位［１］。在我国，胃

癌是发病率为第 ５位、病死率第 ３位的恶性肿瘤，且
５年生存率小于 ４０％［２］。铁死亡是由 ＤＩＸＯＮ等［３］在

２０１２年首次提出的一种铁依赖的新型细胞死亡形式。
这种死亡是通过抑制胱氨酸／谷氨酸反向转运体
［ＳｙｓｔｅｍＸｃ（）］引起的［４］。

　　脂质过氧化是铁死亡的关键特征，与抗氧化系统、
铁稳态和脂质代谢相关的一系列基因共同参与铁死亡

的调控。核因子 Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）在细胞抗氧化能力中起着至关
重要的作用［５］。已有研究证实，抑制谷胱甘肽过氧化

物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）可诱导铁死亡，
而在头颈癌细胞中可被 Ｎｒｆ２过表达逆转［６］。Ｎｒｆ２对
铁死亡具有拮抗作用，而Ｋｅａｐ１过表达诱导的 Ｎｒｆ２下
调可靶向抑制谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）合成［７］。

谷氨酰胺半胱氨酸连接酶（ＧＣＬＣ／ＧＣＬＭ）和谷胱甘
肽合成酶分别负责ＧＳＨ的从头合成和催化 ＧＳＨ的生
成，均受Ｎｒｆ２控制［８－９］，过表达 Ｎｒｆ２可提高 ＧＳＨ的水
平［１０］。ＳＬＣ７Ａ１１负责交换谷氨酸和输入胱氨酸合成
ＧＳＨ，拥有的ＡＲＥ序列可以与 Ｎｒｆ２结合而增强，Ｎｒｆ２
是癌症化疗中的关键靶点，苋属植物提取物鸦胆子苦

醇可降低癌症细胞内Ｎｒｆ２蛋白及基因表达水平，从而
增加癌症细胞对顺铂、紫杉醇、依托泊苷等化疗药物的

敏感性［１１］。ＧＰＸ４的功能部分依赖于 ＧＳＨ，所以调控
Ｎｒｆ２ＧＣＬＣＧＰＸ４通路可能诱导胃癌细胞发生铁死亡。
新城疫病毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）在肿瘤细胞
中选择性复制，具有溶瘤作用［１２］。研究表明ＮＤＶ可以通
过ｐ５３ＳＬＣ７Ａ１１ＧＰＸ４途径引起胶质瘤细胞铁死亡［１３］。

重组新城疫病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，
ｒＬＲＶＧ）是由狂犬病毒糖蛋白（ｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＲＶＧ）的片段插入ＮＤＶ基因Ｐ和Ｍ之间所构成［１４］，其

抗肿瘤作用强于ＮＤＶ［１５］。本课题组研究发现，ｒＬＲＶＧ、
ＮＤＶ均可引起肺腺癌细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量、ｐ５３蛋白表达升高和 ＳＬＣ７Ａ１１、
ＧＰＸ４蛋白表达下降，导致肺腺癌细胞铁死亡，且
ｒＬＲＶＧ作用较 ＮＤＶ更强［１５］。但 ｒＬＲＶＧ能否诱导胃
癌细胞铁死亡的机制尚不清楚。本研究使用 ｒＬＲＶＧ
干预胃癌ＨＧＣ２７细胞，观察其对细胞增殖、侵袭、迁移
能力，铁死亡相关物质含量以及Ｎｒｆ２、ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１、
ＧＰＸ４蛋白表达水平的影响，旨在探讨 ｒＬＲＶＧ在胃癌
中可能的分子作用机制，为胃癌的治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清购自上海 ＶｉｖａＣｅｌｌ
生物公司；人胃癌 ＨＧＣ２７细胞购自无锡菩禾生物公
司；ＮＤＶ及ｒＬＲＶＧ病毒株由哈尔滨兽医研究所赠予；
铁死亡促进剂（ｅｒａｓｔｉｎ）购自上海阿拉丁生化公司；
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液、ＲＯＳ检测试剂盒、丙二醛
（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒购自上海碧云天
生物公司；ＣＣＫ８细胞活力检测试剂盒购自安徽白鲨
生物公司；兔抗 Ｎｒｆ２多克隆抗体、鼠抗 βａｃｔｉｎ多克隆
抗体购自武汉三鹰生物公司；兔抗 ＳＬＣ７Ａ１１多克隆抗
体、兔抗ＧＰＸ４多克隆抗体、兔抗ＧＣＬＣ多克隆抗体、羊
抗兔ＩｇＧＨ＋Ｌ（ＨＲＰ）、羊抗鼠 ＩｇＧＨ＋Ｌ（ＨＲＰ）购自武汉
博士德生物公司；５％青霉素／链霉素／庆大霉素三抗购
自武汉塞维尔生物公司；Ｎｒｆ２促进剂（ＴＢＨＱ）、Ｎｒｆ２抑制
剂（ＭＬ３８５）购自美国 ＭＣＥ公司；ＲＩＰＡ裂解缓冲液、
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自北京索莱宝生物公司；ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳试剂盒购自上海雅酶生物公司；ＰＶＤＦ
膜购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人胃癌 ＨＧＣ２７细胞在含 １０％
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胎牛血清和 ５％青霉素／链霉素／庆大霉素三抗的
ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养，并在３７℃、５％ＣＯ２的培养
箱生长。细胞接种于６孔板中，当细胞贴壁达板底面
积７０％～８０％时，按照完全随机化进行分组，分为对照
组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ＮＤＶ组、ｒＬＲＶＧ组、铁死亡促进剂
ｅｒａｓｔｉｎ干预组（ｅｒａｓｔｉｎ组）、Ｎｒｆ２促进剂 ＴＢＨＱ干预组
（ＴＢＨＱ组）、Ｎｒｆ２抑制剂 ＭＬ３８５干预组（ＭＬ３８５组）、
ＮＤＶ＋ＴＢＨＱ组、ＮＤＶ＋ＭＬ３８５组、ｒＬＲＶＧ＋ＴＢＨＱ组、
ｒＬＲＶＧ＋ＭＬ３８５组。对照组加入 ＰＢＳ溶液 ４００μＬ；
ｒＬＲＶＧ和ＮＤＶ病毒原液（１０６ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）用无
血清ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释１０１、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６

倍；各病毒组分别加入稀释 １０３倍病毒溶液 ４００μＬ；
ｅｒａｓｔｉｎ、ＴＢＨＱ和 ＭＬ３８５均用 ＤＭＳＯ溶液配制浓度为
１０ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液，促进剂或激活剂组分别加入
１０μＬ对应的ＴＢＨＱ及ＭＬ３８５溶液，培养２４ｈ后收集
各组细胞进行相关实验。

１．２．２　ＣＣＫ８实验　　将胃癌ＨＧＣ２７细胞置于３７℃
条件下解冻复苏，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，洗涤后加入１０％
胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，以约２×１０４个／孔
接种在９６孔板培养２４ｈ，各孔中加入不同稀释倍数病
毒溶液２０μＬ后继续处理２４ｈ，以未处理细胞作对照
（ｃｏｎｔｒｏｌ），使用ＣＣＫ８细胞活力检测试剂盒测定各孔吸
光度值（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），计算各浓度处理组细胞存
活率：［ＯＤ（加药）－ＯＤ（对照）］／［ＯＤ（０加药）－ＯＤ（对
照）］×１００％。根据该结果选定一个最优病毒稀释倍数，
重复上述操作，每孔中加入适量该浓度病毒溶液，分别

培养２４、４８、７２ｈ，按上述操作检测并计算细胞存活率。
１．２．３　丙二醛检测　　不同因素处理胃癌 ＨＧＣ２７
细胞 ２４ｈ后，向各组加入 ＲＩＰＡ裂解液，裂解后
１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，提取总蛋白，用ＢＣＡ法测出其浓
度后每组取出 ３００μＬ（重复３次），按照 ＭＤＡ检测试
剂盒步骤进行，根据公式计算 ＭＤＡ浓度。ＭＤＡ＝（样
本管ＯＤ值－对照组 ＯＤ值）／（标准品管 ＯＤ值－对照
组ＯＤ值）×标准品浓度／待测蛋白样本浓度。
１．２．４　ＤＣＦＨＤＡ荧光探针及流式细胞仪检测　　将
胃癌ＨＧＣ２７细胞接种于 １２孔板中，各组处理后用
ＰＢＳ溶液洗涤细胞，按 ３∶１０００的比例向 ＲＰＭＩ１６４０
培养基溶液中加入ＤＣＦＨＤＡ探针，置入３７℃细胞培
养箱孵育３０ｍｉｎ，用ＲＰＭＩ１６４０培养基溶液洗涤细胞，
于荧光显微镜下拍摄；或处理后胰酶消化细胞，转移至

ＥＰ管中，多次ＰＢＳ溶液洗涤、离心、重悬细胞后，加入
ＤＣＦＨＤＡ荧光探针，３７℃细胞培养箱孵育３０ｍｉｎ，上
机检测ＲＯＳ含量。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＲＩＰＡ溶液裂解已处理
的各组细胞，完成蛋白溶液制备。取１５μＬ蛋白溶液
进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后转至 ＰＶＤＦ膜上，脱脂奶粉
融于ＴＢＳＴ溶液用于制备封闭液，膜封闭１．５ｈ，根据

目的蛋白 Ｎｒｆ２、ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４的 ＫＤ值将其
裁下，分别孵育对应的一抗抗体，４℃冰箱过夜后，
ＴＢＳＴ溶液漂洗 ３０ｍｉｎ，孵育二抗抗体，继续 ＴＢＳＴ溶
液漂洗３０ｍｉｎ，用仪器进行蛋白曝光显影。
１．２．６　细胞划痕实验　　在６孔板中接种细胞，当细
胞贴壁率达８０％，洗净培养液，用１０μＬ枪头垂直于板
底做３条直线，分别设为对照组、ＮＤＶ组、ｒＬＲＶＧ组，
并向对照组中加入 ＰＢＳ溶液，向处理组中分别加入
ＮＤＶ、ｒＬＲＶＧ病毒溶液，在显微镜下拍照记录划线宽
度。６孔板放置培养箱培养２４ｈ后取出，在显微镜下
再次拍照记录划线宽度。

１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　　将胃癌 ＨＧＣ２７细胞
分为对照组、ＮＤＶ组、ｒＬＲＶＧ组，处理２４ｈ后，经胰酶
消化、离心，用无血清１６４０培养基重悬，并进行细胞计
数，往２４孔板中加 ６００μＬ１０％血清培养基，放入小
室，加１×１０４个细胞，置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养
２４ｈ后，用４％多聚甲醛固定、０．１％结晶紫染色，待晾
干后，显微镜下随机选取５个视野并计数。
１．２．８　免疫荧光染色　　将各组胃癌ＨＧＣ２７细胞置
于室温下４％多聚甲醛固定４ｈ，ＰＢＳ清洗３次，０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温处理３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，５％ＢＳＡ封
闭１ｈ，在４℃环境下Ｎｒｆ２一抗孵育８ｈ，ＰＢＳ洗去一抗，
二抗室温孵育１ｈ，ＰＢＳ冲洗３次，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２细胞核
染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后置于荧光显微镜下拍照。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．４．１统计软件进行数据分
析，计量数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ＬＳＤｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｒＬＲＶＧ抑制胃癌ＨＧＣ２７细胞增殖活性
　　ＣＣＫ８实验检测结果显示，与对照组比较，
ｒＬＲＶＧ和ＮＤＶ处理胃癌 ＨＧＣ２７细胞２４ｈ后，细胞
的存活率随着病毒浓度的增加逐渐下降（Ｐ＜０．０５，图
１Ａ）。当稀释倍数为 １０４时，细胞的活力均＞５０％；当
稀释倍数为１０３时，ＮＤＶ组细胞活力＞５０％，而ｒＬＲＶＧ
组细胞活力＜５０％，故选择与ＩＣ５０相近的１０

３倍病毒溶

液进行后续的实验，用该浓度的 ｒＬＲＶＧ和 ＮＤＶ处理
胃癌ＨＧＣ２７细胞２４、４８、７２ｈ后计算存活率。结果显
示，胃癌ＨＧＣ２７细胞的存活率随着处理时间的延长
逐渐下降（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。结果表明：ｒＬＲＶＧ及
ＮＤＶ能抑制胃癌 ＨＧＣ２７细胞的增殖，且 ｒＬＲＶＧ抑
制能力强于ＮＤＶ。
２．２　ｒＬＲＶＧ抑制胃癌ＨＧＣ２７细胞的迁移和侵袭
　　采用细胞划痕实验检测各组细胞迁移能力。
ｒＬＲＶＧ和ＮＤＶ处理２４ｈ后，胃癌 ＨＧＣ２７细胞的迁

７８４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）



移率降低（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、Ｂ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结
果显示，与对照组比较，ｒＬＲＶＧ及ＮＤＶ处理后均能抑
制胃癌ＨＧＣ２７细胞的侵袭（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｃ、Ｄ）。说
明ＮＤＶ和 ｒＬＲＶＧ可抑制胃癌 ＨＧＣ２７细胞迁移、侵
袭能力，且ｒＬＲＶＧ抑制效果较ＮＤＶ明显。
２．３　ｒＬＲＶＧ诱导胃癌ＨＧＣ２７细胞发生铁死亡
　　进一步探讨 ｒＬＲＶＧ及 ＮＤＶ是否诱导铁死亡。
铁死亡的发生会产生大量的ＲＯＳ，因此采用ＤＣＦＨＤＡ
染色胃癌ＨＧＣ２７细胞，在荧光显微镜下拍摄并使用
流式细胞仪检测其ＲＯＳ含量。与对照组比较，ｒＬＲＶＧ
组和ＮＤＶ组荧光强度均增加，ｒＬＲＶＧ组的荧光强度
较ＮＤＶ组增加明显（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、Ｂ）；与对照组比

较，ｒＬＲＶＧ组、ＮＤＶ组和 ＭＬ３８５组 ＲＯＳ相对表达量
及细胞内 ＭＤＡ含量升高，ＴＢＨＱ组 ＲＯＳ相对表达量
及细胞内ＭＤＡ含量降低，上述 ｒＬＲＶＧ组升高趋势较
ＮＤＶ组明显（Ｐ＜０．０５）；与 ｒＬＲＶＧ组比较，ｒＬＲＶＧ＋
ＴＢＨＱ组 ＲＯＳ相对表达量及细胞内 ＭＤＡ含量降低
（Ｐ＜０．０５），ｒＬＲＶＧ＋ＭＬ３８５组 ＲＯＳ相对表达量及细胞
内ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ～Ｅ）；与 ＮＤＶ组比
较，ＮＤＶ＋ＴＢＨＱ组细胞内 ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５），
ＮＤＶ＋ＭＬ３８５组细胞内 ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜０．０５，图
３Ｅ）。结果表明，病毒感染胃癌ＨＧＣ２７细胞后可引起
ＲＯＳ荧光强度、ＲＯＳ及 ＭＤＡ含量升高，其中 ｒＬＲＶＧ
组升高程度较大。
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２．４　ｒＬＲＶＧ对胃癌 ＨＧＣ２７细胞 Ｎｒｆ２ＧＣＬＣＧＰＸ４
通路相关蛋白表达及 ｅｒａｓｔｉｎ、ＴＢＨＱ、ＭＬ３８５干
预的影响

２．４．１　ｒＬＲＶＧ对胃癌 ＨＧＣ２７细胞 Ｎｒｆ２ＧＣＬＣ
ＧＰＸ４通路相关蛋白表达的影响　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｒＬＲＶＧ、ＮＤＶ感染胃癌 ＨＧＣ２７细胞后，细胞中 Ｎｒｆ２、
ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４的表达情况。实验结果显
示，与对照组比较，ｒＬＲＶＧ组和 ＮＤＶ组细胞 Ｎｒｆ２、
ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１和ＧＰＸ４蛋白表达均下降，且 ｒＬＲＶＧ
组相对表达量较 ＮＤＶ组明显降低（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ、
Ｄ）；与对照组比较，铁死亡促进剂ｅｒａｓｔｉｎ组ＳＬＣ７Ａ１１、
ＧＰＸ４蛋白表达下降（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ），证实病毒可
诱导胃癌 ＨＧＣ２７细胞铁死亡的发生。与对照组比
较，Ｎｒｆ２促进剂 ＴＢＨＱ组、Ｎｒｆ２抑制剂 ＭＬ３８５组相关
蛋白表达分别下降、升高（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ～Ｆ）；与
ｒＬＲＶＧ组比较，ｒＬＲＶＧ＋ＴＢＨＱ组相关蛋白表达上升

（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ、Ｄ），ｒＬＲＶＧ＋ＭＬ３８５组相关蛋白表达
下降（Ｐ＜０．０５）；与 ＮＤＶ组比较，ＮＤＶ＋ＴＢＨＱ组相关
蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），ＮＤＶ＋ＭＬ３８５组相关蛋白表
达下降（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ～Ｆ）。综上，病毒组通路相关
蛋白表达下降，ｒＬＲＶＧ组下降趋势较 ＮＤＶ组明显；
ＴＢＨＱ、ＭＬ３８５预处理后相关蛋白表达分别升高、下降。
２．４．２　ｒＬＲＶＧ感染及ＴＢＨＱ、ＭＬ３８５处理胃癌ＨＧＣ２７
细胞后Ｎｒｆ２的免疫荧光检测　　与对照组比较，Ｎｒｆ２
在ＮＤＶ组、ｒＬＲＶＧ组的表达降低，ｒＬＲＶＧ组下降更明
显（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，Ｎｒｆ２促进剂 ＴＢＨＱ组及
Ｎｒｆ２抑制剂ＭＬ３８５组Ｎｒｆ２荧光强度分别升高及降低；
与ｒＬＲＶＧ组比较，ｒＬＲＶＧ＋ＴＢＨＱ组及ｒＬＲＶＧ＋ＭＬ３８５
组Ｎｒｆ２荧光强度分别升高及降低（Ｐ＜０．０５）；与ＮＤＶ组
比较，ＮＤＶ＋ＴＢＨＱ组及 ＮＤＶ＋ＭＬ３８５组 Ｎｒｆ２荧光强度
分别升高及降低（Ｐ＜０．０５）。综上所述，ｒＬＲＶＧ能抑制
Ｎｒｆ２表达从而降低Ｎｒｆ２的免疫荧光强度（Ｐ＜０．０５，图５）。
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图４　不同处理因素感染胃癌ＨＧＣ２７细胞后相关蛋白的表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

　　胃癌是世界第五大常见的恶性肿瘤，手术是目前
被认为唯一有效的治疗方式。然而，即使术中完全切

除，仍有较大复发的概率［１６］。而最近的一些靶向治疗

试验并未成功［１７－１８］，探索新的治疗药物及靶点具有重

要意义。研究表明，ＮＤＶ具有较好的溶瘤作用，且对
正常细胞没有杀伤作用［１２，１９－２０］；表达 ＲＶＧ的重组新
城疫病毒ｒＬＲＶＧ可抑制胃癌 ＢＧＣ细胞的增殖、侵袭
及迁移［２１］。本研究发现，ｒＬＲＶＧ通过 Ｎｒｆ２ＧＣＬＣ
ＧＰＸ４通路诱导胃癌ＨＧＣ２７细胞铁死亡，抑制细胞的
增殖、迁移、侵袭，从而起到抗肿瘤作用。

　　铁死亡是一种铁依赖的脂质过氧化途径，主要是
由于细胞内 ＲＯＳ积累、脂质过氧化增加、ＭＤＡ的产生
增加等引起的［２２］。铁死亡可以提高癌细胞对药物的

敏感性，逆转癌细胞的化疗耐药，被认为是治疗包括恶

性肿瘤在内的人类疾病的潜在治疗靶点［２３－２４］。铁死

亡能抑制肺癌、结直肠癌、口腔癌、胃癌等肿瘤细胞的

增殖［２５－２７］。相关研究表明，蛋白精氨酸甲基转移酶４
与Ｎｒｆ２相互作用，促进其酶促甲基化，从而限制 Ｎｒｆ２
的核易位，进而抑制ＧＰＸ４的转录［２８］。

　　Ｎｒｆ２能够调节抗氧化和亲电应激基因的表达，在
细胞抗氧化能力中起着至关重要的作用［４］。此外，

Ｎｒｆ２还参与脂质代谢、铁稳态和能量代谢等其他重要
通路。激活的Ｎｒｆ２对铁死亡具有抑制作用，而铁死亡
促进剂ｅｒａｓｔｉｎ诱导的Ｎｒｆ２下调可靶向抑制 ＧＳＨ的合
成。ＧＰＸ４既是抗氧化脂质损伤的守护者，也是生理
上重要的脂质信号的关键调节剂，这两种功能的相互

平衡是维持细胞稳态的关键［２９］。ＳｙｓｔｅｍＸｃ（）系统可
将胱氨酸运输进入细胞，细胞内胱氨酸被还原为半胱

氨酸，促进 ＧＳＨ的合成［３０－３１］。因此，抑制 ＳｙｓｔｅｍＸｃ
（）系统会导致 ＧＳＨ合成障碍及 ＧＰＸ４表达下降，诱
导细胞铁死亡的发生，而 ＧＰＸ４过表达可以阻止细胞
发生氧化损伤及铁死亡。研究发现 ＳＬＣ７Ａ１１通过激
活Ｎｒｆ２ｋｅａｐ１信号通路，促进胶质母细胞瘤的铁死亡，
表明ＳＬＣ７Ａ１１是 Ｎｒｆ２在癌症化疗中的关键靶点［３２］。

在ＧＳＨ合成和代谢相关蛋白方面，谷氨酰胺半胱氨
酸连接酶（ＧＣＬＣ／ＧＣＬＭ）和ＧＳＨ合成酶的催化和调节
亚基分别负责 ＧＳＨ的从头合成和催化 ＧＳＨ的生成，
它们都由Ｎｒｆ２调节［８－９］。本研究结果显示，以ｒＬＲＶＧ
及ＮＤＶ处理胃癌 ＨＧＣ２７细胞，可抑制细胞的增殖、
侵袭、迁移能力，增加细胞内 ＭＤＡ的含量，导致大量
ＲＯＳ的积累和 Ｎｒｆ２、ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白表达
下调，表明 ｒＬＲＶＧ及 ＮＤＶ均可诱导胃癌 ＨＧＣ２７细
胞发生铁死亡，且 ｒＬＲＶＧ作用效果更明显。病毒及
铁死亡促进剂 ｅｒａｓｔｉｎ均可引起 ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白
表达下降，证明病毒可诱导胃癌细胞发生铁死亡。用

Ｎｒｆ２抑制剂ＭＬ３８５处理胃癌 ＨＧＣ２７细胞，可显著降
低Ｎｒｆ２、ＧＣＬＣ、ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４蛋白的表达，当其与病
毒联合感染胃癌 ＨＧＣ２７细胞时，相关蛋白的表达水
平较单一 ＭＬ３８５组及病毒组低。因此，ｒＬＲＶＧ可抑
制Ｎｒｆ２ＧＣＬＣＧＰＸ４通路诱导胃癌细胞铁死亡。
　　综上所述，ｒＬＲＶＧ既有溶瘤作用，也可抑制 Ｎｒｆ２
ＧＣＬＣＧＰＸ４通路下调相关蛋白的表达，降低 ＧＰＸ４的
合成，导致细胞内大量活性氧蓄积，诱发脂质过氧化及

铁死亡，抑制胃癌ＨＧＣ２７细胞的增殖、迁移、侵袭，起
抗肿瘤作用。
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