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摘  要 

目的：本研究旨在探讨X射线对人黑色素瘤细胞A375的放射损伤效应及其分子机制。方法：采用0 Gy、
2 Gy、4 Gy、6 Gy、8 Gy、10 Gy的X射线梯度辐射A375细胞，辐射后48小时，利用CCK-8法检测细胞活

性，CFSE标记法检测细胞增殖，Annexin V-FITC/PI双标法检测细胞凋亡，并确定半数致死剂量(LD50)。
采用LD50剂量X射线处理A375细胞，辐射后培养48小时后，提取细胞总RNA并进行转录组测序。通过差

异基因分析及GO和KEGG富集分析解析分子机制，并对关键差异基因进行qRT-PCR验证。结果：与0 Gy
组相比，2 Gy、4 Gy、6 Gy、8 Gy和10 Gy辐射后48小时，细胞凋亡率分别为27.02%、41.42%、58.25%、

71.73%和82.55%，增殖率分别为31.57%、25.67%、21.37%、11.13%和7.68%。转录组分析显示，

X射线辐射处理组有254个显著差异基因，其中上调234个，下调20个。GO和KEGG分析表明，上调差异

基因显著富集于炎症反应、免疫应答及NF-κB信号通路等凋亡相关功能与通路；下调差异基因显著富集

于细胞周期调控及DNA损伤修复相关通路。qRT-PCR验证结果与转录组数据一致，进一步证实了实验结

果的可靠性。结论：X射线通过激活凋亡信号通路、抑制细胞周期及DNA修复通路调控A375细胞，该结

果为放射治疗提供了一定的理论依据。 
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Abstract 
Objective: This study aims to investigate the radiological damage effects of X-ray irradiation on human 
melanoma A375 cells and explore the underlying molecular mechanisms. Methods: A375 cells were 
irradiated with X-rays at doses of 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy, and 10 Gy. After 48 hours, cell viability 
was assessed using the CCK-8 assay, cell proliferation was measured by CFSE labeling, and apoptosis 
was detected using Annexin V-FITC/PI double staining. The median lethal dose (LD50) was deter-
mined. Subsequently, A375 cells were treated with X-rays at the LD50 dose, and total RNA was ex-
tracted after 48 hours for transcriptome sequencing. Differential gene expression analysis, along with 
GO and KEGG enrichment analyses, was performed to elucidate the molecular mechanisms. Key dif-
ferentially expressed genes were further validated by qRT-PCR. Results: Compared to the 0 Gy group, 
the apoptosis rates at 48 hours post-irradiation with 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy, and 10 Gy were 27.02%, 
41.42%, 58.25%, 71.73%, and 82.55%, respectively, while the proliferation rates were 31.57%, 
25.67%, 21.37%, 11.13%, and 7.68%, respectively. Transcriptome analysis revealed 254 significantly 
Differentially expressed genes (DEGs) in the X-ray irradiated groups, including 234 upregulated and 
20 downregulated genes. GO and KEGG analyses indicated that the upregulated DEGs were signifi-
cantly enriched in apoptosis-related functions and pathways, such as inflammatory response, im-
mune response, and the NF-κB signaling pathway, while the downregulated DEGs were significantly 
enriched in pathways related to cell cycle regulation and DNA damage repair. The qRT-PCR validation 
results were consistent with the transcriptome data, further confirming the reliability of the identified 
DEGs. Conclusion: X-ray irradiation exerts its regulatory effects on A375 cells by activating apoptotic 
signaling pathways while concurrently inhibiting cell cycle progression and DNA repair mechanisms, 
thereby providing a theoretical foundation for the application of X-ray-based radiotherapy in mela-
noma treatment. 
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1. 引言 

X 射线是最常见的电离辐射[1]，具有能量高，穿透性强的特点，广泛应用于医学影像诊断和肿瘤放

射治疗[2]。但 X 射线对正常组织存在显著的损伤效应[3]。皮肤作为人体暴露于辐射的主要屏障组织，容

易受到急性或慢性辐射损伤，表现为红斑、色素沉着、皮肤老化甚至溃疡[4]，其生物学机制主要涉及 DNA
损伤、细胞周期阻滞、凋亡及炎症反应等[5]。 

A375 细胞系是一种来源于人类恶性黑色素瘤的细胞模型[6]，因其与黑色素瘤的高度相关性以及在

皮肤损伤研究中的广泛应用而备受关注[7]。该细胞系不仅被广泛用于皮肤相关疾病的基础研究，还在药

物筛选、治疗策略开发及辐射生物学研究中发挥了重要作用。研究表明，A375 细胞在辐射暴露下表现出

显著的 DNA 损伤应答机制，包括对 DNA 双链断裂的高敏感性和修复能力的调控，这使其成为研究放射

生物学效应及探索放射治疗机制的理想模型[8] [9]。此外，A375 细胞在辐射诱导的细胞周期阻滞和凋亡

调控中的独特表现，进一步增强了其在放射治疗研究中的应用价值。 
本研究通过 X 射线照射 A375 细胞，结合细胞增殖与凋亡检测、转录组学分析及 qRT-PCR 验证实
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验，系统解析了电离辐射对细胞增殖与凋亡的调控机制。研究发现，X 射线通过诱导细胞周期阻滞、抑

制 DNA 修复机制以及激活凋亡相关信号通路(如 NF-κB 信号通路)，显著调控 A375 细胞的辐射应答。这

些结果为阐明放射性皮肤损伤的分子机制提供了重要依据，同时为开发基于辐射防护或治疗的皮肤损伤

防治策略奠定了理论基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

DMEM、PBS、青霉素–链霉素溶液、胰酶细胞消化液(0.25%胰酶，不含 EDTA) (美国 HyClone 公

司)；胎牛血清(普诺赛生物科技股份有限公司)；Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒(伊莱瑞特生物科技股

份有限公司)；CFSE 细胞增殖与示踪检测试剂盒、CCK-8 试剂、qPCR SYBR Green Master Mix 试剂(翌圣

生物科技有限公司)；T25 培养瓶、96 孔板(美国 Coring 公司)；RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
试剂、Heracell 150 i CO2细胞恒温培养箱(美国 Thermo 公司)；FACS Canto II 流式细胞检测仪(美国 Bec-
tonDickinson 公司)。 

2.2. 方法 

2.2.1. 细胞培养及实验分组 
A375 细胞株由本实验室保存，用含 10%胎牛血清和 1%青霉素–链霉素溶液的 DMEM 培养基在

37℃、5% CO2饱和湿度的条件下培养。在 X 射线照射前 24 h 铺板于 T25 培养瓶，铺板密度为 1.5 × 106

个/瓶。根据照射剂量分为 6 组，各组照射剂量分别为 0 Gy，2 Gy，4 Gy，6 Gy，8 Gy 和 10 Gy。 

2.2.2. 细胞照射 
使用湘雅附二医院肿瘤中心 X 射线源，照射野 30 × 30 cm2，以 500 cGy/min 剂量率照射对数生长期

的 A375 细胞。 

2.2.3. CCK-8 法检测细胞活性 
将 A375 细胞以 8000 个细胞/孔接种在 96 孔板中，使用 DMEM 完全培养基培养 24 h 后，进行 X 射线

梯度照射，照射后更换培养基，继续孵育。48 h 后，更换培养基，向 96 孔板中加入含 10% CCK-8 试剂的

DMEM 培养基，在 CO2培养箱继续孵育 2 h，用酶标仪在 450 nm 处检测光密度值，每次检测均设置空白孔，

细胞活性计算：细胞活性(%) = [A(照射孔) – A(空白孔)]/[A(对照孔) − A(空白孔)]。每次实验设置 3 个复孔。 

2.2.4. Annexin V-FITC/PI 双标法检测细胞凋亡 
X 射线照射后培养 48 h；消化细胞，300 × g 离心 5 min，弃上清，收集细胞，PBS 洗涤 2 次，重悬

细胞并计数；每个样本取 5 × 105重悬细胞，300 × g 离心 5 min，弃上清，加入 100 µL 稀释的 1 × Annexin 
V Binding Buffer 重悬细胞；细胞悬液中加入 2.5 µL Annexin V-FITC 染色液和 2.5 µL 的 PI 染色液；轻柔

涡旋混匀后，室温避光孵育 15 min；加入 400 µL 稀释的 1 × Annexin V Binding Buffer，混匀样本，流式

细胞仪上机检测，每次实验重复 3 次。 

2.2.5. CFSE 细胞增殖检测 
照射前 24 h，消化、离心收集细胞，利用 1 × 细胞染色缓冲液重悬细胞，并调整细胞浓度为 5 × 106

个/mL；加入 1 mL CFSE 工作液(2×)，轻轻混匀，室温避光孵育 10 min；加入 10 mL 完全细胞培养基，

颠倒数下混匀，1000 × g 离心 5 min，弃上清；加入 10 mL 完全细胞培养基，室温避光孵育 10 min，1000 
× g 离心 5 min，弃上清，用完全培养基重悬，铺板。 

X 射线照射后培养 48 h；室温避光条件下，消化细胞，500 × g 离心 5 min，弃上清，收集细胞，PBS
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洗涤 1 次，重悬细胞并计数；每个样本取 5 × 105个重悬细胞，500 × g 离心 5 min，弃上清，加入 500 µL 
PBS 重悬细胞，混匀样本，流式细胞仪上机检测。每次实验重复 3 次。 

2.2.6. 细胞差异基因分析与富集分析 
在 R 4.2.2 软件中，利用 DESeq2 程序包结合 RNA-seq 比对定量获得的 counts 表达矩阵，分析组间差

异基因，显著差异基因的筛选阈值为 log2FoldChange 绝对值大于 1，Pvalue 小于 0.05。利用 ggplot2 包绘

制所有显著差异基因的火山图。下载 GO 数据库及 KEGG 数据库的最新数据并进行整合，作为后续富集

分析的背景文件，利用 clusterProfiler 包结合整理的富集背景文件，对显著差异基因结果进行上下调基因

的 GO 及 KEGG 富集分析。 

2.2.7. qRT-PCR 检测 mRNA 表达水平 
将 RNA 逆转录成 cDNA。在无 RNA 酶管中配制如下体系混合液：Oligo (dT)18 primer 1 µL，Random 

Hexamer primer 1 µL，模板 RNA 2 µL，无 RNA 酶水 8 µL，5× Reaction Buffer 4 µL，RiboLock RNase 
Inhibitor (20 U/µL) 1 µL，10 mM dNTP Mix 2 µL，RevertAid M-MuLV RT (200 U/µL) 1 µL。上机逆转录，

反应条件：42℃ 60 min，70℃ 5 min。 
在 qPCR 管中配制如下反应体系的混合液：qPCR SYBR Green Master Mix (No Rox) 10 µL，上下游引

物各 1 µL，cDNA 模板 1 µL，ddH2O 7 µL，上机进行扩增反应。反应条件：95℃ 5min，1 个循环；95℃ 
10 s，60℃ 30 s，40 个循环。每组设置 3 个复孔，数据以 GAPDH 基因为内参进行标准化，采用 2−ΔΔCt法
分析基因相对表达水平，引物序列见表 1。 

 
Table 1. Primer sequences for qPCR 
表 1. qPCR 引物序列 

引物名称 引物序列(5’→3’) 

GAPDH F: TCCAAAATCAAGTGGGGCGA 
R: AAATGAGCCCCAGCCTTCTC 

IL1A F: GCGTTTGAGTCAGCAAAGAAGT 
R: CATGGAGTGGGCCATAGCTT 

CCL4 F: CCCAGCCAGCTGTGGTATTC 
R: CTCATGGAGAAGCATCCGGG 

CXCL10 F: CCACGTGTTGAGATCATTGCT 
R: TGCATCGATTTTGCTCCCCT 

CCL3L1 F: TCGAGCCCACATTCCATCAC 
R: CGTGTCAGCAGCAAGTGGT 

HMGB2 F: CTCCAATACCCTCGGGTGGA 
R: TCCGCGAAATTGACGGAAGA 

RAC3 F: GGGAGATTGGTGGGCTCTG 
R: GGACACCACACGTCTCAACA 

2.3. 统计学分析 

应用 GraphPad Prism 9.5.1 以及 FlowJo v10.8.1 软件进行统计分析并绘图，每个实验至少重复 3 次，

组间比较采用单因素方差分析，实验组与对照组两两比较采用 Dunnett-t 检验，qRT-PCR 验证采用 t 检

验，以 p < 0.05 为差异具有统计学意义。 

3. 结果与分析  

3.1. X 射线剂量依赖性诱导 A375 细胞凋亡并显著抑制细胞增殖 

X 射线显著影响 A375 细胞的形态、增殖和死亡。显微镜观察结果如图 1(A)所示，在 0 Gy 组(对照
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组)中，细胞形态正常，排列紧密，未见明显损伤。随着辐射剂量的增加，细胞形态逐渐发生变化，在 4 
Gy 及以上剂量组，细胞密度逐渐下降，形态破坏加剧，反映出 X 射线对细胞的致死作用逐步增强。CCK-
8 细胞活性检测结果如图 1(B)，随着 X 射线剂量的增加，A375 细胞的存活率显著下降。2 Gy、4 Gy、6 
Gy、8 Gy 和 10 Gy 组，存活率逐渐降低，10 Gy 组的细胞存活率几乎为零，表明 X 射线对细胞生长具有

剂量依赖性抑制作用。 
 

 
Figure 1. Investigation of the impact of varying X-ray irradiation doses on viability in A375 cells. (A) The morphological 
changes of A375 cells after 48 hours of different X-ray doses were observed under the microscope;(B) The viability data of 
A375 cells were detected by CCK-8 method. Statistical significance was determined with *p < 0.05 and **p < 0.01 when 
compared to the 0 Gy control group, with a sample size of n = 3 
图 1. 不同剂量 X 射线对 A375 细胞存活的影响。(A) 显微镜下观察 A375 细胞在不同 X 射线剂量照射 48 小时后的

形态变化；(B) CCK-8 法检测 A375 细胞活力数据，*p < 0.05，**p < 0.01 与 0 Gy 组比较，n = 3 
 
CFSE 增殖检测结果与存活率检测结果一致(图 2)。随着 X 射线剂量的增加，细胞的增殖能力受到抑

制的效果显著增加。0 Gy 组细胞增殖活跃，而 2 Gy 组的增殖能力有所降低，4 Gy 组的增殖能力显著抑

制，6 Gy、8 Gy 和 10 Gy 组的细胞增殖几乎完全抑制。统计结果进一步显示，随着辐射剂量的增加，增

殖细胞的数量呈负相关变化，在 10 Gy 组，增殖细胞的频率几乎为零。 
 

 
Figure 2. Investigation of the impact of varying X-ray irradiation doses on proliferation in A375 cells. (A) Flow cytometry 
was used to analyze the cell proliferation of A375 cells after irradiation with different X-ray doses for 48 hours; (B) Cell 
proliferation ability data.Statistical significance was determined with *p < 0.05 and **p < 0.01 when compared to the 0 Gy 
control group, with a sample size of n = 3 
图 2. 不同剂量 X 射线对 A375 细胞增殖的影响。(A) 流式细胞术分析 A375 细胞在不同 X 射线剂量照射 48 小时后

的细胞增殖；(B) 细胞增殖能力数据，*p < 0.05，**p < 0.01 与 0 Gy 组比较，n = 3 
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进一步的 Annexin V-FITC/PI 凋亡检测显示(图 3)，随着 X 射线剂量的增加，A375 细胞的凋亡率显

著上升。2 Gy、4 Gy、6 Gy、8 Gy 和 10 Gy 组，细胞凋亡率逐步增加，尤其在 10 Gy 组，细胞凋亡率达

到最高值。统计结果表明，X 射线剂量与细胞凋亡率呈正相关，提示辐射剂量的增加会显著激活细胞凋

亡信号。这种剂量依赖性增加的凋亡率进一步验证了 X 射线对细胞造成的损伤，尤其在高剂量辐射下，

细胞的凋亡率急剧上升。 
 

 
Figure 3. Investigation of the impact of varying X-ray irradiation doses on apoptosis in A375 cells. (A) Flow cytometry was 
used to analyze the apoptosis of A375 cells after irradiation with different X-ray doses for 48 hours; (B) Apoptosis rate data. 
Statistical significance was determined with *p < 0.05 and **p < 0.01 when compared to the 0 Gy control group, with a sample 
size of n = 3 
图 3. 不同剂量 X 射线对 A375 细胞凋亡的影响。(A) 流式细胞术分析 A375 细胞在不同 X 射线剂量照射 48 小时后

的细胞凋亡；(B) 细胞凋亡率数据，*p < 0.05，**p < 0.01 与 0 Gy 组比较，n = 3 
 
综上所述，X 射线显著影响 A375 细胞的形态、增殖和凋亡，且 A375 细胞的半数致死剂量约为 4 Gy。

该剂量下细胞存活率显著降低，增殖被明显抑制，凋亡率大幅上升。随着 X 射线剂量的进一步增加，细

胞的死亡率逐步升高，10 Gy 组几乎完全抑制了细胞增殖并引发了大量的细胞凋亡。 

3.2. X 射线引起 A375 细胞基因表达发生显著变化 

为了进一步阐明 X 射线影响 A375 细胞增殖和凋亡的分子机制，本研究选取 4 Gy 的 X 射线照射后 48 
h 的 A375 细胞和未照射的 A375 细胞进行的转录组测序分析。研究结果显示，照射组细胞基因表达谱发生

显著变化，254 个基因的表达存在显著变化，其中上调差异基因有 234 个，下调差异基因有 20 个(图 4)。 
 

 
Figure 4. Volcano plot of differentially expressed genes in X-ray irradiated group (4 Gy) and control group (0 Gy) cells. Red 
markers denote genes that are significantly up-regulated, blue markers indicate genes that are significantly down-regulated, 
and gray markers represent genes that do not exhibit significant alterations 
图 4. X 射线照射组(4 Gy)与对照组(0 Gy)细胞中的差异基因表达火山图。红色点表示显著上调基因，蓝色点表示显著

下调基因，灰色点表示未显著改变基因 
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进一步分析显示，显著上调的差异基因包括 AC022816.1、MAGEC3、PINCR、AC011511.5 和 HIST1H2B
等。已有研究表明，PINCR 基因的表达上调对细胞 DNA 损伤修复具有促进作用，PINCR 能够通过促进

细胞周期中 G1/S 期阻滞来促进 DNA 的修复[10]。此外，本研究首次发现未知功能基因 AC011511.5 和

AC022816.1 在 X 射线诱导的细胞中特异性高表达。这两个基因此前未被功能注释(AC011511.5 被预测为

lncRNA，AC022816.1 功能信息匮乏)，但其在电离辐射后的显著上调提示二者可能作为新型辐射敏感标

志物或凋亡调控节点。 
下调差异基因主要包括 SCARA3、EXOC3L2、AC011447.3、AC011503.2 和 AC007240.1 等。这些基

因可能与抗氧化应答和细胞代谢调控的抑制有关。例如，SCARA3 已知在抑制细胞增殖中发挥重要作用

[11]。这表明 X 射线辐射通过诱导上述基因的表达影响了 A375 细胞增殖和凋亡。同时，本研究首次发现

未知功能基因 AC011447.3、AC011503.2 和 AC007240.1 在 X 射线诱导的细胞中特异性低表达，提示其可

能作为新型辐射响应抑制因子或凋亡负调控节点参与细胞应激反应。 
结合上述分析内容，差异表达上调基因通过延缓细胞周期导致细胞增殖能力下降，差异表达下调基

因的功能缺失导致氧化损伤累积增加，进一步加剧细胞凋亡。本研究首次发现 X 射线诱导 A375 细胞中

AC011511.5、AC022816.1、AC011447.3、AC011503.2 和 AC007240.1 的表达变化，这些基因可能作为新

型辐射敏感标志物或凋亡调控节点，一方面为 X 射线诱导的皮肤损伤研究提供了潜在的新靶点，也拓展

了传统以 p53/Bcl-2 家族为核心的辐射响应理论框架，为辐射生物学和肿瘤治疗研究开辟了新方向。 

3.3. X 射线通过免疫应答与 DNA 修复障碍实现对 A375 细胞凋亡与增殖的调控 

 
Figure 5. The Gene Ontology Biological Process (GOBP) and KEGG pathway enrichment analyses were conducted on the 
differentially expressed genes. Panel (A) presents the GOBP analysis results for the up-regulated differentially expressed 
genes, while Panel (B) displays the GOBP analysis outcomes for the down-regulated differentially expressed genes. Panel (C) 
illustrates the KEGG pathway analysis of the up-regulated differentially expressed genes, and Panel (D) shows the KEGG 
pathway analysis of the down-regulated differentially expressed genes 
图 5. 差异基因的 GO 生物学过程(GOBP)和 KEGG 通路富集分析结果。(A) 上调差异基因的 GOBP 分析结果；(B) 
下调差异基因的 GOBP 分析结果；(C) 上调差异基因的 KEGG 分析结果；(D) 下调差异基因的 KEGG 分析结果 
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X 射线照射后，上调差异基因显著富集于炎症反应、免疫反应和 NF-κB 信号通路(图 5(A)和图 5(C))。
细胞质DNA感应通路的显著富集提示，辐射诱导的DNA双链断裂片段可被胞内DNA感应机制(如 cGAS-
STING 通路)识别[12] [13]，进而激活炎症性凋亡信号通路。这一机制可能通过诱导 I 型干扰素(IFN-I)释
放和炎症性细胞因子分泌(如 TNF-α)，增强细胞凋亡信号并加剧辐射损伤。此外，NF-κB 是细胞凋亡的重

要调节中心，其激活通常具有双重作用：既可促进抗凋亡基因的表达，也可能通过免疫应答信号进一步

触发程序性死亡。 
下调差异基因主要富集于细胞分裂、染色体分离及 DNA 复制等生物学过程(图 5(B)和图 5(D))。其

中，微管–动粒结合和着丝粒蛋白结合相关基因的显著抑制，表明 X 射线可能通过干扰纺锤体动态组装

及染色体分离，显著阻滞细胞周期的 G2/M 期。这种周期阻滞是细胞在 DNA 损伤后的保护性应答，以避

免基因组损伤被遗传至子代。此外，DNA 修复通路(包括碱基切除修复和核苷酸切除修复)的显著抑制提

示，X 射线不仅直接造成 DNA 损伤，还通过抑制修复通路，加剧基因组不稳定性。这种机制可能进一步

增强细胞周期的阻滞效应，并最终促使受损细胞进入凋亡程序。 
综上，X 射线通过双向调控机制调控 A375 细胞的稳态。X 射线辐射一方面可能通过使胞内 DNA 断

裂，核内 DNA 释放至胞外并激活免疫应答相关信号通路，触发了细胞的炎症性凋亡；另一方面，X 射线

辐射负向调控细胞周期关键步骤(如纺锤体组装、染色体分离)和 DNA 修复通路，阻断细胞分裂，影响细

胞的增殖，这种机制也可能使细胞长期处于应激状态，积累 DNA 损伤，最终进一步促进了细胞凋亡。 
此外，本研究基于 GOBP 分析中最显著富集的炎症反应(inflammatory response)通路中的关键基因

IL1A、CCL4、CXCL10 和 CCL3L1 和细胞趋化性(cell chemotaxis)通路中关键基因 HMGB2 和 RAC3 进行

qRT-PCR 验证，结果显示 IL1A、CCL4、CXCL10 和 CCL3L1 的 mRNA 相对表达含量高于对照组，而

HMGB2 和 RAC3 的 mRNA 相对表达含量低于对照组(图 6)，实验结果和测序结果相一致。 
 

 
Figure 6. The relative expression levels of mRNA in cells of the X-ray irradiated group (4 Gy) and the control group (0 Gy) 
were detected via qRT-PCR. GAPDH was employed as the internal reference. *p < 0.05 and **p < 0.01, as compared to the 0 
Gy group; n = 3 
图 6. qRT-PCR 检测 X 射线照射组(4 Gy)与对照组(0 Gy)细胞中 mRNA 相对表达水平，以 GAPDH 为内参，*p < 0.05，
**p < 0.01 与 0 Gy 组比较，n = 3 
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4. 讨论 

X 射线在医学影像诊断和肿瘤放射治疗中具有广泛应用，但其对正常组织，尤其是皮肤的损伤效应

不可忽视。皮肤作为人体暴露于辐射的主要屏障组织，易受到急性或慢性辐射损伤。研究表明，X 射线

诱导的 DNA 损伤及修复障碍在皮肤细胞凋亡与增殖抑制中发挥关键作用[14]，而这些分子事件不仅是放

射生物学研究的核心问题，也为探索放射防护及放射敏感性调控提供了重要线索。然而，目前针对不同

剂量 X 射线对 A375 细胞的作用表型及分子机制的研究仍存在显著局限性。尽管已有证据表明 X 射线可

诱导 A375 细胞发生 DNA 损伤、细胞周期阻滞及程序性细胞死亡[15]，但不同剂量辐射对细胞表型(如增

殖、凋亡、迁移等)的剂量依赖性效应尚未得到系统性阐明。此外，X 射线辐射后 A375 细胞中免疫信号

通路(如 NF-κB、JAK/STAT 等)与 DNA 损伤修复机制之间的交互作用机制仍未被充分解析，尤其是辐射

诱导的免疫微环境重塑如何调控 DNA 损伤修复效率及细胞命运抉择，目前尚缺乏深入的研究。这些未解

决的科学问题限制了对 X 射线辐射生物学效应的全面阐释，同时也为未来揭示放射性皮肤损伤的分子机

制及开发靶向放射防护策略提供了重要的研究方向。 
本研究发现，随着 X 射线剂量的增加，A375 细胞凋亡率显著升高，尤其在 4 Gy 及以上剂量组，凋

亡细胞比例大幅增加；与此同时，细胞增殖能力呈现剂量依赖性下降，10 Gy 剂量几乎完全抑制了细胞增

殖。这一结果表明，X 射线通过诱导细胞凋亡和抑制细胞增殖达到杀伤细胞的效果，这种剂量依赖性效

应是放射治疗的重要机制。A375 细胞的 LD50 为 4 Gy，这一剂量为后续研究放射敏感性调控提供了重要

参考。 
通过转录组测序分析，4 Gy X 射线照射后，A375 细胞中部分基因表达发生了显著变化。上调差异基

因主要富集于炎症反应、免疫应答和凋亡相关通路，而下调差异基因则集中在细胞周期和 DNA 修复相关

基因。这些差异基因的表达变化构成了辐射效应的分子基础。GO 和 KEGG 分析进一步阐明了差异基因

的生物学功能和信号通路作用。上调基因显著富集于 NF-κB 信号通路、细胞质 DNA 感应通路及炎症反

应等免疫和炎症相关通路，提示辐射通过激活凋亡与炎症清除受损细胞。例如，cGAS-STING 通路的激

活可能通过识别 DNA 损伤片段，触发 I 型干扰素和炎症因子释放，加剧细胞凋亡。同时，NF-κB 信号通

路的激活可能通过负反馈机制(如白介素-10 的正调控)维持炎症反应的平衡。下调差异基因显著富集于碱

基切除修复、核苷酸切除修复及细胞周期调控等通路，表明辐射通过削弱 DNA 修复能力和阻断细胞周期

加剧基因组不稳定性并显著抑制细胞增殖。这种凋亡与增殖抑制的协同作用是辐射效应的重要特征，为

靶向干预提供了功能性依据。qRT-PCR 结果显示，上调基因(如 IL1A、CCL4、CXCL10)和下调基因(如
HMGB2、RAC3)的表达水平与转录组数据一致，进一步证实了转录组分析的可靠性。这些差异基因的表

达变化不仅揭示了 X 射线辐射的分子机制，也为后续功能研究提供了可靠靶点。 

5. 结论 

综上所述，本研究揭示了 X 射线对 A375 细胞凋亡与增殖的影响：通过激活凋亡信号诱导细胞凋亡，

同时通过抑制增殖与修复能力削弱细胞存活。该机制在放射治疗中具有重要意义，可通过精准调控关键

信号通路增强肿瘤细胞对辐射的敏感性。然而，这种机制在正常组织中可能导致不可避免的副作用，如

组织损伤和基因组不稳定性增加。因此，未来研究应结合其他皮肤细胞模型或类器官技术，进一步探讨

辐射对皮肤组织的整体效应，同时开发能够平衡肿瘤杀伤与正常组织保护的靶向防护策略。例如，通过

靶向 NF-κB 信号通路或增强 DNA 修复能力，可能减轻辐射对正常组织的损伤。此外，结合多学科技术，

如基因编辑和类器官培养，可以更全面地评估辐射的生物学效应及其潜在应用价值，为放射治疗和放射

防护提供更多科学依据。 
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