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【摘要】  目的　放射性皮肤损伤（radiation-induced skin injury, RISI）是肿瘤放疗及核事故等常见并发症。通过线粒

体蛋白组阐明辐射诱导角质细胞线粒体参与皮肤细胞受到电离辐射作用后早期应激的机制，并揭示活性氧调节分子

1（reactive oxygen species modulator1, ROMO1）在RISI中的潜在作用。方法　本研究采用HaCaT细胞，评估不同剂量与时间

点下细胞状态、线粒体功能及氧化应激水平变化。通过线粒体蛋白质组学筛选20 Gy照射24 h后的差异表达蛋白，发现

ROMO1是其中下调倍数最大的蛋白之一。在此基础上，构建了ROMO1过表达HaCaT细胞及皮肤条件性Romo1基因敲除

（Romo1-sKO）小鼠。采用Western blot与免疫荧光分析ROMO1表达与定位；流式细胞术检测过表达ROMO1对ROS、

mtROS及线粒体膜电位的影响；CCK-8、LDH与克隆形成实验评估细胞活力与增殖；动物实验分析Romo1-sKO对RISI进程

与修复的影响。结果　 与对照组相比，20 Gy照射24 h后，HaCaT细胞增殖受到明显抑制（P<0.05），线粒体功能显著紊乱

（P<0.000 1）。线粒体蛋白质组学分析共鉴定出43个差异表达蛋白（26个上调，17个下调），富集分析表明这些蛋白主要参与

氧化磷酸化、线粒体组装及应激响应等生物学过程。其中，活性氧调节因子ROMO1的表达在照射后出现具有统计学意义

的下调（P<0.01，FDR=0.03），提示其可能是辐射早期响应中的一个关键蛋白。功能实验表明，ROMO1过表达虽能提高

mtROS水平并升高线粒体膜电位（P<0.000 1），却导致细胞活力下降并促进增殖性死亡（P<0.05）。动物实验进一步证实，

Romo1-sKO小鼠呈现出创面愈合更快、皮肤损伤评分更低的改善趋势，并且组织再生能力增强。结论　线粒体蛋白

ROMO1作为辐射早期角质形成细胞应激应答的关键调控因子，通过影响线粒体功能抑制细胞增殖，从而延缓RISI的修复

进程。靶向抑制ROMO1有望成为促进RISI愈合及防治其慢性迁延的新策略。

【关键词】　ROMO1　　放射性皮肤损伤　　线粒体应激反应　　角质形成细胞增殖

ROMO1 Promotes the Repair of Radiation-induced Skin
Injury by Regulating Mitochondrial

Function and Keratinocyte Proliferation
YANG Tingyi 1, TU Wenling2, TANG Xiaoyou3, DU Mengjie1, Maheliya Adili1, YU Zuxiang1, QU
Shuai1, BAI Hao1, ZHANG Shuyu 1, 2, 3△. 1. Laboratory of Radiation Medicine, West China School of Basic Medical
Sciences & Forensic Medicine, Sichuan University, Chengdu 610041, China; 2. The Second Affiliated Hospital of Chengdu
Medical College, China National Nuclear Corporation 416 Hospital, Chengdu 610051, China; 3. Medical College of Xizang
University, Lhasa 850000, China
△ Corresponding author, E-mail: zhang.shuyu@hotmail.com
This  study  was  supported  by  the  National  Natural  Science  Foundation  of  China  (No.  U25A20151/No.  82404200/No.
82473568),  Sichuan  Science  and  Technology  Program  (No.  25QNJJ4600/No.  2026YFHZ0164),  and  Tianfu  Jincheng
Laboratory Technology Transfer Program (No. 2025ZH006).

[Abstract]   Objective　To  investigate  the  molecular  mechanisms  of  early  mitochondrial  stress  in  keratinocytes
induced  by  ionizing  radiation  (IR),  focusing  on  the  key  role  of  ROMO1  in  radiation-induced  skin  injury  (RISI).
Methods　HaCaT  keratinocytes  were  used  to  assess  cellular  status,  mitochondrial  dysfunction  and  oxidative  stress  at
various  time  points  after  different  irradiation  doses.  Mitochondrial  proteomics  at  24  hours  post-20  Gy  irradiation

* 国家自然科学基金（No. U25A20151、No. 82404200、No. 82473568），四川省科技项目（No. 25QNJJ4600、No. 2026YFHZ0164）和天府锦城实验室（前沿医学中

心）成果转化项目（No. 2025ZH006）资助

△ 通信作者，E-mail: zhang.shuyu@hotmail.com

出版日期：2026-03-20

四  川  大  学  学  报（  医  学  版  ）
J  Sichuan  Univ  ( Med Sci )

 2026，57（2）: 499 − 509  

http://orcid.org/0000-0003-3112-4383
http://orcid.org/0000-0003-1419-3635
http://orcid.org/0000-0003-3112-4383
http://orcid.org/0000-0003-1419-3635
http://orcid.org/0000-0003-3112-4383
http://orcid.org/0000-0003-1419-3635
http://orcid.org/0000-0003-3112-4383
http://orcid.org/0000-0003-1419-3635
mailto:zhang.shuyu@hotmail.com
mailto:zhang.shuyu@hotmail.com


identified  ROMO1  as  the  protein  with  the  greatest  reduction  in  expression. ROMO1-overexpressing  HaCaT  cells  and
skin-specific Romo1 knockout  (Romo1-sKO)  mice  were  established  to  investigate  its  functional  mechanisms.  ROMO1
expression  and  localization  were  analyzed  by  Western  blot  and  immunofluorescence;  flow  cytometry  measured  ROS,
mtROS, and mitochondrial membrane potential in ROMO1-overexpressing cells, while CCK-8, LDH release, and colony
formation  assays  evaluated  viability  and  proliferation.  The  role  of Romo1 in  the  progression  and  repair  of  radiation-
induced skin injury was further examined in Romo1-sKO mice. Results　At 24 hours post-20 Gy irradiation, HaCaT cells
exhibited  inhibited  proliferation  (P <  0.05)  and  mitochondrial  dysfunction  (P < 0.000 1).  Mitochondrial  proteomics
identified  43  differentially  expressed  proteins  (26  upregulated,  17  downregulated),  with  enrichment  analysis  indicating
their  involvement  in  oxidative  phosphorylation,  mitochondrial  assembly  and  stress  response.  Among  these,  reactive
oxygen  species  modulator  1  (ROMO1)  was  identified  as  the  most  significantly  downregulated  key  protein  in  the  early
radiation response (P < 0.01,  FDR = 0.03). In vitro,  ROMO1 overexpression increased mtROS levels  and mitochondrial
membrane potential (P < 0.000 1) but suppressed cell viability and promoted reproductive death (P < 0.05) after radiation.
In vivo, Romo1-sKO mice  showed accelerated wound healing,  with a  reduction in  skin injury score  by approximately  1
point, along with enhanced tissue regeneration at 25 days post-irradiation compared to control mice. Conclusion　The
mitochondrial  protein  ROMO1  is  a  key  regulator  of  the  early  keratinocyte  stress  response  to  radiation.  It  impedes  the
repair  of  radiation-induced  skin  injury  by  suppressing  cell  proliferation  via  modulation  of  mitochondrial  function.
Targeted  inhibition  of  ROMO1  may  represent  a  novel  therapeutic  strategy  to  promote  healing  and  prevent  chronic
progression of radiation-induced skin injury.

[Key words]　　ROMO1　　Radiation-induced skin injury　　Mitochondrial stress response　　Keratinocyte
proliferation 

随着核技术在国防、工业、农业和医疗等领域的广

泛应用，放射性皮肤损伤（radiation-induced skin injury,

RISI）已成为核事故与放疗中的常见并发症。肿瘤患者

接受放疗期间，RISI发生率可达90%以上。其主要机制为

外照射直接作用于皮肤组织，损伤持续分裂的细胞（如基

底层角质形成细胞与毛囊干细胞）[1-2]。RISI具有一定潜

伏期，临床症状常延迟出现，表现为红斑、水肿、色素改

变、干湿性脱屑、溃疡乃至坏死[1]。尽管已有若干药物及

物理疗法可用于防治，临床管理仍缺乏标准化方案，治疗

效果有限[3-4]。RISI的发生涉及辐射诱导的DNA损伤、转

录异常及活性氧（reactive oxygen species, ROS）大量生成，

进而激活多条信号通路，引起炎症因子释放及细胞损

伤。辐射同时会损害血管结构与局部微循环，持续的炎

症与修复失调最终可导致成纤维细胞过度活化及胶原

沉积[5]。

急性RISI与表皮及真皮中细胞组成变化和炎症反应

密切相关[6-7]。我们前期的单细胞RNA测序（scRNA-seq）

分析发现，辐射可致人与大鼠皮肤中角质形成细胞减少，

而成纤维细胞与内皮细胞比例上升[8]。跨物种（小鼠、恒

河猴及临床标本）研究进一步显示，皮肤结构细胞（尤其

是角质基底细胞及永生化HaCaT细胞）中炎症相关转录

因子IRF1表达显著升高，通过感知线粒体DNA释放，促进

Caspase1依赖性炎症反应，参与基因毒性应激应答[8]。此

外，线粒体作为辐射后ROS生成的主要场所，在辐射后出

现结构空泡化、嵴断裂及膜通透性改变，并伴有呼吸链功

能抑制、ATP合成减少与电子泄漏增加，最终导致ROS持

续累积。过量ROS不仅消耗细胞内抗氧化物质，还可能

诱导线粒体膜通透性转变，促使细胞色素C释放并启动细

胞凋亡[9-10]。

本研究以永生化人皮肤角质细胞HaCaT为模型，系

统评价了不同剂量X射线照射后多个时间点的线粒体功

能与细胞状态变化。进一步通过线粒体蛋白组学分析发

现，在辐射早期应激过程中，活性氧调节分子1（reactive

oxygen species modulator1, ROMO1）表达显著下调。

ROMO1是一种核编码的线粒体内膜蛋白，既往研究提示

其不仅参与ROS调控，也可能作为非选择性离子通道发

挥功能[11-13]。本研究通过蛋白质印迹与免疫荧光验证了

ROMO1在辐射后的表达变化与亚细胞定位，并利用

ROMO1过表达细胞模型及皮肤条件性基因敲除小鼠，深

入探讨了ROMO1在调节线粒体功能与影响RISI进程中

的作用。该研究为阐明RISI的分子机制提供了新线索，

也为临床防治策略提供了潜在靶点。

 1     材料与方法

 1.1    主要设备与试剂

XCELL320 高能X射线辐照仪（美国KUBTEC公司），

条件性基因敲除小鼠（广州赛业生物科技有限公司），他

莫昔芬（美国Sigma-Aldrich公司），人永生化角质形成细
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胞HaCaT（德国癌症研究中心），Adeasy-h-ROMO1-3xflag-

Null病毒（上海汉恒生物科技有限公司），DMEM细胞培

养基、胎牛血清（美国Gibco公司）、0.25%胰蛋白酶（上海

逍鹏生物科技有限公司），EdU细胞增殖检测试剂盒、细

胞核和细胞质提取试剂、活性氧检测试剂盒、CCK-8试

剂盒、乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒、结晶紫染色液

（上海碧云天生物科技有限公司），MitoSOXTM 线粒体超

氧化物指示剂、MitoTrackerTM Red CMXRos 染料（美国

Thermo Fisher公司），线粒体膜电位检测试剂盒（美国

MCE公司），ROMO1抗体（美国OriGene公司），Flag抗体、

组蛋白H3抗体（美国CST公司），GAPDH抗体、Beta

Tubulin抗体、Vinculin抗体（武汉三鹰生物技术有限公

司），二抗（武汉亚科因生物技术有限公司），引物（上海生

工生物工程有限公司），反转录荧光定量试剂盒（北京天

根生化科技有限公司），VECTASHIELD® with DAPI 防荧

光淬灭封片剂（美国VectorLabs公司）。

 1.2    细胞培养与照射

HaCaT细胞采用DMEM高糖培养基（含10%胎牛血

清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素）进行培养，培养

条件为37 ℃、体积分数为5%CO2。X射线辐照仪（XCELL，

320 keV）对细胞进行X射线照射，源靶距为50 cm， 吸收剂

量率为1.50 Gy/min[14]。细胞照射方案：单次照射（20 Gy）

及分割照射（10 Gy×2次、5 Gy×4次、2 Gy×10次）。

 1.3    线粒体蛋白质谱分析

为分析照射对线粒体蛋白质表达的影响，于20 Gy照

后24 h提取HaCaT细胞线粒体进行蛋白质谱检测[15-16]。使

用线粒体分离试剂盒提取线粒体蛋白，BCA法进行定量。

取适量蛋白酶解后，利用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）

技术进行分析。原始数据使用MaxQuant (v1.6.17.0) 软件

进行数据库检索与定量。差异表达蛋白的筛选：为控制

高通量数据中的多重假设检验问题，采用错误发现率

（false discovery rate, FDR） 进行校正。差异表达蛋白的判

定标准为：|Fold Change|>1.2 且 FDR校正后的P值（q值）< 0.05。

 1.4    Western blot检测

20 Gy照后24 h收集HaCaT细胞，分别采用通用型裂

解液提取全蛋白样品、核蛋白与胞质蛋白提取试剂盒提

取核质蛋白。测定蛋白浓度后，进行SDS-PAGE电泳，转

膜后使用快速封闭液封闭，分别加入抗ROMO1/Flag（1∶

1 000）、GAPDH/Tubulin/Vinculin（胞质内参，1∶5 000）和组

蛋白H3（核内参，1∶1 000）一抗4 ℃孵育过夜。TBST洗

涤后加入相应二抗，室温孵育2 h，最后用ECL化学发光试

剂显影。使用ImageJ软件（Version 1.53）进行灰度值检

测，以目的蛋白条带与内参蛋白条带的比值为目的蛋白

ROMO1的相对表达水平。

 1.5    免疫荧光染色

将HaCaT细胞接种于共聚焦培养皿中，于20 Gy照射

后24 h进行染色。首先利用MitoTracker（1∶1 000）对活

细胞进行线粒体染色。随后，细胞经体积分数为4%多聚

甲醛固定、0.2% Triton X-100透化、5%BSA封闭，接着加

入抗ROMO1一抗4 ℃过夜。PBS清洗后，加入相应的荧

光标记二抗，室温避光孵育2 h。最后，使用含DAPI的抗

荧光淬灭封片剂封片，在激光共聚焦显微镜下观察并采

集图像。

 1.6    过表达细胞模型构建与MOI筛选

采用pAdTrack-CMV-3flag载体构建Flag标签标记的

ROMO1过表达腺病毒（Adeasy-h-ROMO1-3xflag-Null）。

HaCaT细胞分别以不同感染复数（MOI=0、1、2.5、5、

10、20）感染腺病毒，培养48 h后使用CCK-8法检测细胞活

力。Western blot验证Flag及ROMO1蛋白表达水平。

 1.7    细胞内ROS及线粒体超氧化物水平检测

为检测细胞内总ROS及线粒体超氧化物水平，对

HaCaT细胞分别进行20 Gy单次照射与10 Gy×2次分割照

射，并于照射后不同时间点使用DCFH-DA（总ROS探针）

和MitoSOX Red（线粒体超氧化物探针）避光孵育30 min，

随后通过流式细胞仪检测荧光强度。

另将HaCaT细胞分为对照组、空载对照组（OE-NC）

及ROMO1过表达组（OE-ROMO1，MOI=2.5/10/20），于

20 Gy照射后24 h，同上述方法使用DCFH-DA与MitoSOX

Red探针避光孵育并检测荧光强度。

 1.8    线粒体膜电位检测

采用JC-1荧光探针法检测线粒体膜电位。HaCaT细

胞经20 Gy单次照射后，于不同时间点收集细胞，JC-1染色

后通过流式细胞仪检测红/绿荧光强度比值，以评估膜电

位变化。

另将H a C a T细胞分为对照组、O E - N C组及O E -

ROMO1组（MOI=2.5/20），于20 Gy照射后48 h，采用相同

JC-1法检测线粒体膜电位，定量分析红/绿荧光比例。

 1.9    细胞增殖与毒性检测

将HaCaT细胞分为对照组、OE-NC组及OE-ROMO1

组，于20 Gy照射后72 h分别进行以下检测：采用CCK-8法

检测细胞增殖能力；使用LDH检测试剂盒测定培养基中

乳酸脱氢酶（LDH）释放量，以评估细胞毒性。

 1.10    克隆形成实验

HaCaT细胞分为OE-NC及OE-ROMO1组，分别接受

0、2、4 Gy照射，随后培养10～14 d。待可见克隆形成后，

以甲醇固定细胞，0.1%结晶紫染色，计数≥50个细胞的克
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隆数。

 1.11    皮肤组织条件性ROMO1敲除小鼠模型构建

利用CRISPR-AI技术于C57BL/6小鼠2号染色体

Romo1基因外显子3（覆盖编码区44.73%）两侧引入loxP

位点，获得Romo1flox/flox纯合子小鼠。将其与K14-CreERT

工具鼠（表达他莫昔芬诱导型上皮特异性Cre重组酶）交

配，获得基因型为Romo1flox/flox; K14-CreERT的皮肤特异性

敲除小鼠（Romo1-sKO）。通过鼠尾基因组DNA提取，使

用引物F1R1（扩增loxP位点，纯合子：317 bp；杂合子：317 bp，

255 bp；野生型：255 bp）和Cre引物（Cre产物770 bp）进行

PCR及电泳鉴定基因型。

 1.12    组织Romo1 mRNA表达检测

Romo1-sKO及对照小鼠连续7 d腹腔注射他莫昔芬

（溶解于玉米油，20 mg/mL，按100 mg/kg剂量给药），以诱导

上皮特异性Cre重组酶介导的基因敲除。为评估Romo1

基因敲除效率及组织特异性，分别取Romo1-sKO小鼠及

对照小鼠的皮肤、鼠尾、耳组织和肌肉组织，提取总

RNA并反转录为cDNA。采用RT-PCR方法检测Romo1

mRNA在各组织中的表达水平。所用引物序列如下：正

向 ： 5 ' - T T C G A C C G C G T G A A G A T G A - 3 ' ；反向 ：

5'-TTTCCCAATGCCGCCCATTA-3'。

 1.13    RISI动物模型构建与皮损评分

为构建RISI模型，对已诱导基因敲除的Romo1-sKO

及对照小鼠进行和剃毛处理腿部照射。动物照射方案[17]：

5 Gy/d的剂量对单侧腿部进行分割照射，连续4 d，累计总

剂量为20 Gy。照射期间定期记录小鼠体质量，并对照射

区域皮肤进行拍照和皮损评分。皮肤损伤程度依据以下

标准进行评分：1.0分：皮肤正常；1.5分：轻度红斑，轻度干

燥；2.0分：中度红斑，皮肤干燥；2.5分：明显红斑，伴干燥

脱屑；3.0分：干燥脱屑，伴轻度结痂；3.5分：干燥脱屑，结

痂伴轻度表皮瘢痕；4.0分：斑片状湿润脱屑，中度瘢痕；

4.5分：融合性潮湿脱屑、溃疡或深部结痂；5.0分：全层皮

肤缺失伴开放性创面；5.5分：坏死。

 1.14    统计学分析

x± s

采用Graph Pad Prism 9.5软件对数据进行分析和绘

图。所有实验至少重复3次，数据符合正态分布，定量数

据以 形式呈现。两组数据比较采用独立样本t检验，

方差齐性通过F检验评估，方差不齐时采用Welch校正t检

验。多组间比较采用单因素方差分析 （ O n e - w a y

ANOVA），将实验组分别与对照组比较，采用Dunnett's事

后检验。若方差不齐（通过Bartlett's检验判断），则采用

Brown-Forsythe校正的ANOVA结合Games-Howell多重比

较。当存在两个变量时，采用双因素方差分析（Two-way

ANOVA）处理组和基因型两个因素的主效应及其交互作

用，采用Dunnett's进行事后检验。此外，对于同一批研究

对象在不同时间点的纵向观测数据，采用双因素重复测

量方差分析（Two-way repeated measures ANOVA）评估基

因型与时间的主效应及其交互作用，同一对象的重复测

量数据在分析中进行匹配，Sidak法进行事后检验。 P<

0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    X射线照射引发HaCaT细胞线粒体功能障碍与持续

性氧化应激

为系统评估电离辐射对皮肤角质形成细胞的影响，

本研究在既往20 Gy单次照射模型基础上[17-18]，比较了不

同照射方案（包括20 Gy单次、5 Gy×4次大分割和2 Gy×10

次常规分割）对HaCaT细胞的影响。如图1A所示，20 Gy

单次照射引起的细胞损伤早于且重于分割照射。20 Gy

单次照射后3 d出现细胞死亡；照后2 d细胞密度降低，且

照后24  h的EdU检测证实其增殖能力早期即被抑制

（P<0.01）（图1B）。进一步分析20 Gy照射下细胞氧化应激

动态变化发现，照后30 min内总ROS迅速上升（P<0.001），

1～2 4  h回落至基线以下（P< 0 . 0 5），第2天再次升高

（P<0.001）（10 Gy×2组高于20 Gy单次组），2～4 d持续上升

（P<0.001），呈现“急性升高–回落–晚期持续上升”的动态

波动模式（图1C、1D）。考虑到线粒体是细胞内ROS的重

要来源，我们进一步检测了辐射后线粒体功能的早期变

化。发现在20 Gy照射后24 h内，线粒体ROS（mtROS）水

平持续上升（P<0.000 1）（图1E），同时线粒体膜电位在48 h

内显著下降（P<0.000 1）（图1F），表明辐射早期即可引起

线粒体功能紊乱。综上，20 Gy X射线照射不仅引起HaCaT

细胞增殖抑制和晚期细胞死亡，更诱发了早期线粒体功

能紊乱和持续的氧化应激，提示线粒体功能失调可能是

辐射诱导皮肤细胞损伤的关键环节。

 2.2    线粒体蛋白ROMO1表达下调介导电离辐射诱导的

早期细胞线粒体响应

为系统揭示辐射早期影响线粒体功能的分子机制，

我们对20 Gy照射后24 h的HaCaT细胞进行了线粒体蛋白

组学分析（图2A）。结果显示，共鉴定出26个上调和17个

下调的线粒体蛋白（图2B、2C），表明细胞为应对辐射损

伤启动了广泛的线粒体适应性重组。其中，氧化磷酸化

通路相关蛋白上调，线粒体核糖体蛋白表达增加，反映能

量代谢和生物合成过程增强。基于Fold Change与P值的

预设阈值，我们进一步筛选并展示了表达变化最明显的

前5个蛋白（图2D）。值得注意的是，线粒体内膜蛋白ROMO1

 502 四川大学学报（医学版） 第 57卷



（活性氧调节因子1）表现出最强的下调趋势（FC=0.48，

P < 0 . 0 1，F D R = 0 . 0 3）（图2 D、2 E）。已有研究报道，

ROMO1在结构上类似于Ⅱ类病毒孔蛋白的非选择性阳

离子通道，其经典功能是促进线粒体ROS的生成[11, 19]。值

得注意的是，特定的基础ROS水平对于正常的细胞信号

传导和增殖是必要的[20]。

在本研究中，尽管照射后24 h线粒体ROS水平升高，其

关键调控因子ROMO1的表达反而下降。为明确ROMO1

在照后的表达水平，我们验证了20 Gy照射后24 h ROMO1的

蛋白水平。ROMO1是一种核基因编码的线粒体内膜蛋白，

核质分离实验结果显示，照后24 h胞质中的ROMO1蛋白水

平明显降低（图2E）。进一步的亚细胞器免疫荧光分析表明，

照后24 h ROMO1的荧光信号减弱，且其分布与线粒体标记

存在广泛共定位（图2F）。结果提示，线粒体蛋白ROMO1

的表达下调可能参与辐射早期线粒体应激反应的调控。

 2.3    HaCaT细胞ROMO1过表达及小鼠皮肤组织条件性

Romo1敲除模型的构建

为探究ROMO1在皮肤细胞中的功能及其对辐射损

伤的影响，本研究分别构建了Flag标记的ROMO1过表达

HaCaT细胞模型（pAdTrack-CMV-3flag载体）和C57BL/6

小鼠皮肤组织条件性Romo1敲除模型（Romo1-sKO）。在

细胞模型中，我们首先确定了0～20感染复数（MOI）的过

表达腺病毒最佳MOI（图3A）。随后，Western blot检测证

实，在OE-ROMO1组中，ROMO1蛋白在10～15 kDa区间
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图 1  HaCaT细胞在X射线照射后的形态、增殖、氧化应激及线粒体功能变化

Fig 1  Changes in morphology, proliferation, oxidative stress, and mitochondrial function of HaCaT cells following X-ray irradiation

A, Morphological state of HaCaT cells after single-dose (2, 5, 20 Gy) hypofractionated (5 Gy × 4), or conventional fractionated (2 Gy × 10) irradiation protocols. B,

Cell proliferation detected by EdU assay in HaCaT cells at 24 hours post-irradiation with 10 Gy or 20 Gy. C, Dynamic changes in cellular oxidative stress (ROS levels)

within the first 24 hours (10, 20, 30 min, 1, 3, 6, 24 h) after 20 Gy irradiation. D, The dynamic changes in cellular oxidative stress (ROS levels) from day 2 to day 4 (10 Gy ×

2, and 2, 3, 4 days after 20 Gy irradiation). E, Dynamics of mitochondrial ROS (mtROS) levels within 24 hours (30 min, 1, 3, 6, 12, 24 h) after 20 Gy irradiation. F, Changes

in mitochondrial membrane potential (ΔΨm) within 48 hours (6, 24, 48 h), presented as MFI of J-monomer, J-aggregate, and the ratio of J-aggregate to J-monomer. * P <

0.05, *** P < 0.001, vs. 0 Gy group.
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呈现两条蛋白条带。随着MOI值的增加，两条条带的信

号均增强，其中分子量较高、对应Flag-ROMO1的条带增

强尤为明显（图3B）。ROMO1蛋白由79个氨基酸构成，理

论分子量约为8.69 kDa；而过表达病毒携带3×Flag标签，

使外源表达ROMO1的预测分子量增至约11.33 kDa。此

外，基于LEE等（2018）提出的ROMO1六聚体模型，我们进

一步检测全膜蛋白组分（图3C），发现OE-ROMO1组在

10～55 kDa范围内蛋白条带普遍增强（P<0.05），提示过表

达同样促进了ROMO1多聚体的形成。

与此同时，本研究成功构建了皮肤组织特异性

Romo1敲除小鼠模型（图3D）。Romo1基因位于小鼠2号

染色体，包含三个外显子，其中外显子3覆盖其编码区的

44.73%，因此被选定为条件性敲除靶区（cKO区），该区域

缺失可导致Romo1基因功能丧失。首先利用CRISPR-AI

技术获得在外显子3两侧引入 loxP位点的纯合子小鼠

（Romo1flox/flox），再将其与K14-CreERT工具鼠（表达上皮特

异性Cre重组酶）交配，最终获得基因型为Romo1 f lox/ f lox;

K14-Cre的皮肤特异性敲除模型（Romo1-sKO）。该模型

在他莫昔芬诱导下可实现上皮组织中Romo1的特异性敲

除。我们从DNA、RNA和蛋白三个层面对该敲除模型进

行了验证。鼠尾组织DNA凝胶电泳显示，Romo1flox/flox与

Romo1-sKO组均为loxP纯合子，且仅Romo1-sKO组表达

Cre重组酶（图3E）。进一步通过RT-PCR检测皮肤、鼠

尾、耳组织及肌肉中Romo1的转录水平，发现在皮肤组织

中Romo1 mRNA显著降低（P<0.01）（图3F）。Western

blot结果同样证实，与Romo1flox/flox组相比，Romo1-sKO组皮

肤组织中的ROMO1蛋白表达减少，表明皮肤组织特异性

敲除成功实现（图3G）。

 2.4    ROMO1通过调控线粒体功能抑制照后HaCaT细胞

增殖

ROMO1是一种活性氧调节蛋白，为探究其在氧化应

激中的作用，我们首先检测了ROMO1过表达对20 Gy照
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图 2  辐射早期响应蛋白的鉴定与ROMO1表达验证

Fig 2  Discovery and validation of the early radiation-responsive protein ROMO1

A, Schematic diagram of mitochondrial proteomic profiling in HaCaT cells at 24 hours post-20 Gy irradiation. B, Heatmap of mitochondrial protein expression

profiles in response to irradiation. C, Volcano plot showing differentially expressed mitochondrial proteins. D, Table of top 5 up- and down-regulated mitochondrial

proteins. E, Western blot showing protein levels of ROMO1 in cytoplasmic and nuclear fractions at 24 hours post-irradiation. F, Subcellular localization of ROMO1

(green), mitochondria (red), and nuclei (blue) by immunofluorescence analysis at 24 hours post-irradiation.
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射后24 h HaCaT细胞氧化水平的影响。与Control组相比，

空载腺病毒感染（2.5～20 MOI）可明显降低细胞整体ROS

水平（P<0.000 1），但对线粒体ROS无显著影响（图4A、4B）。

相比之下，ROMO1过表达（2.5 MOI）可显著提高无照射

及20 Gy照射后细胞中的线粒体ROS水平（与OE-NC组相

比，P<0.000 1）；且随着感染复数增加（10/20 MOI），线粒

体ROS进一步升高，表明ROMO1蛋白表达水平与线粒体

ROS生成呈正相关（图4B）。此外，通过JC-1探针检测照射

后48 h的线粒体膜电位发现，与OE-NC组相比，10 MOI

ROMO1过表达可显著促进JC-1聚合体的形成（P<0.000 1），

即增强线粒体膜电位（图4C）。基于以上结果，我们选择

10 MOI进行后续表型实验，以评估ROMO1调控线粒体功

能对照后皮肤细胞生存的影响。通过CCK-8（图4D）和

LDH实验（图4E）检测20 Gy照后72 h的细胞活力与膜完整

性，并结合克隆形成实验分析2 Gy和4 Gy照射后的细胞

增殖能力，发现ROMO1过表达可促进辐射诱导的增殖性

死亡（P<0.05）（图4F）。综上所述，ROMO1通过促进线粒

体ROS生成并增强线粒体膜电位，进而抑制HaCaT细胞

的增殖能力。

 2.5    Romo1敲除促进小鼠RISI愈合与功能恢复

为进一步在体验证ROMO1的功能，我们构建了皮肤

组织特异性Romo1敲除小鼠模型（Romo1-sKO）。通过条

件性敲除皮肤组织中的Romo1外显子3，并利用他莫昔芬

诱导一周，成功实现皮肤组织中ROMO1蛋白的特异性下

调。随后，我们建立了RISI模型，对小鼠单侧右肢进行

5 Gy×4次分割照射（总剂量20 Gy），对侧左肢作为空白对

照，持续观察近60 d皮肤损伤的发展与修复过程，并记录

体质量变化和皮损评分（图5A）。在第15 天（即完成20 Gy

照射后第11天），两组小鼠受照腿部均出现湿性脱皮与毛

发脱落等急性RISI症状（评分达5.0分）。至第20天，RISI进

一步加重，小鼠体质量普遍下降：其中Romo1-sKO组小鼠

受照肢体出现严重肿胀和爪形结构消失 （图 5 B ）。

然而，20 d后小鼠体质量逐渐回升，Romo1-sKO组小鼠皮

肤损伤开始迅速修复，肢体肿胀消退；而Romo1flox/flox组损

伤持续加剧，深部组织受累明显（图5B）。此后，两组虽均

进入修复期，但Romo1-sKO组的皮损评分在数值上普遍

低于对照组，显示出更快的愈合趋势；其体质量恢复曲线

也始终位于对照组上方（图5D、5E）。如图5E所示，在恢
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图 3  ROMO1过表达HaCaT细胞及皮肤条件性Romo1敲除小鼠模型的构建

Fig 3  Establishment of ROMO1-overexpressing HaCaT cells and skin-specific Romo1 knockout (sKo) mouse model

A, Viability of HaCaT cells transduced with adenovirus at different multiplicities of infection (MOI 0-20). Western blot of FLAG-ROMO1 (B) and ROMO1

oligomerization (C) in HaCaT cells. D, Schematic of gene-targeting strategy for generating sKo mice. LoxP sites flank exon 3 of the Romo1 gene. To generating sKO mice,

Romo1flox/flox mice were crossed with K14-Cre mice in which Cre recombinase expression is driven by the K14 promoter, which is specifically expressed in epithelium. E,

Genotyping of tail DNA for the loxP site and Cre recombinase by agarose gel electrophoresis. F, Romo1 mRNA expression levels in skin, tail, ear, and muscle tissues by RT-

PCR analysis. G, Western blot for ROMO1 ablation in the skin tissues of sKO mice. * P < 0.05, vs. OE-NC group; ** P < 0.01, vs. Romo1flox/flox group.
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复期的第38、48、51、54天，Romo1-sKO组的皮损评分在

数值上平均比Romo1 f l o x / f l o x组低约1分（例如，第38天：

1.08±0.42；第48天：1.06±0.40；第51天：1.19±0.34；第54天：

1.05±0.37），但这些时间点的组间差异均未达到统计学显

著性（相应P值分别为0.47、0.44、0.13、0.31）。至第54天，

Romo1-sKO组部分小鼠创面基本愈合，肢体形态和关节

功能均接近正常；相比之下，Romo1flox/flox组仍存在深部创

面未愈合、肢体挛缩及运动功能障碍（图5C）。以上结果

表明，皮肤组织中敲除Romo1可促进RISI的愈合过程，并

有助于功能性恢复。

 3     讨论

皮肤作为人体最大的器官，在发挥屏障功能的同时，

也因其强大的增殖与再生能力而对辐射高度敏感[21]，这

使得RISI成为放射治疗与职业暴露中的常见后果。目前，

RISI的临床防治仍缺乏统一标准方案[22]，因此深入阐明其

分子机制具有重要科学及临床意义。根据2024版《RISI

的诊断与治疗专家共识》，其发病机制尚未完全明晰，涉

及多种皮肤细胞在辐射后的死亡与修复失衡，并伴随持

续性的氧化应激与免疫炎症反应。电离辐射凭借其强穿

透与电离能力，能直接损伤细胞的DNA、蛋白质与脂质

等分子；另一方面，它也可通过诱导线粒体功能障碍，产

生ROS，形成氧化应激的恶性循环，从而加剧细胞损伤。

鉴于线粒体在细胞能量代谢中的核心地位，其功能失调

被认为是RISI发生发展中的关键环节[4, 23]。

RISI的始动环节源于辐射对皮肤结构细胞的直接损

伤。从组织学来看，人类皮肤由表皮、真皮和皮下组织构

成。随着高通量多组学技术的应用，急性RISI过程中表

皮与真皮内各类细胞的动态变化及相关分子机制正逐步

被揭示[8,  24]。表皮作为最外层，主要由角质形成细胞构

成，发挥着关键的屏障与感知功能。本研究聚焦于角质

形成细胞，其功能紊乱可能是RISI早期发生及急性期发

展的重要病理生理基础之一。

为此，本研究选用具有强增殖能力的人永生化角质

形成细胞HaCaT[25]，通过不同剂量X射线照射发现，20 Gy

照射后48 h内，细胞增殖能力抑制，并于48 h后出现明显

死亡。然而，辐射触发的细胞内生化事件在照射后即刻

启动：照射后30 min内，细胞内总ROS水平逐渐升高，但在
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图 4  ROMO1介导的线粒体ROS与膜电位升高抑制HaCaT细胞增殖

Fig 4  ROMO1 suppresses HaCaT cell proliferation via mitochondrial dysregulation of ROS and membrane potential

A and B, Effect of ROMO1 overexpression on total (A) and mitochondrial (B) ROS levels at 24 h post-20 Gy irradiation, as measured by DCFH-DA and MitoSOXTM

staining, respectively. C, Effect of ROMO1 overexpression on mitochondrial membrane potential at 48 h post-20 Gy irradiation, assessed by JC-1 staining. D and E, Effect

of ROMO1 overexpression on cell viability (D) and lactate dehydrogenase (LDH) release (E) at 72 h post-20 Gy irradiation, determined by CCK-8 and LDH release assays,

respectively. F, Effect of ROMO1 overexpression on cell proliferation by colony formation assay following 2 Gy or 4 Gy irradiation. # P < 0.05, ## P < 0.001, ### P < 0.000 1,

vs. control group. * P < 0.05, *** P < 0.000 1, vs. OE-NC group.
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1～24 h间整体呈下降趋势。值得注意的是，此期间线粒

体ROS（mtROS）水平持续上升，同时线粒体膜电位逐渐

下降，提示总ROS与mtROS可能受到差异调控。总ROS的

早期爆发可能主要源于细胞膜上NADPH氧化酶等非线

粒体来源，随后被细胞内抗氧化系统迅速清除；同时，辐

射早期即可诱导角质形成细胞中的线粒体发生动态响应。

为进一步阐明早期线粒体响应的分子机制，我们对

20 Gy照射后24 h的HaCaT细胞进行了线粒体分离与蛋白

质组学分析，发现ROMO1的蛋白水平显著下降。自

2006年被发现以来，ROMO1已被广泛报道参与氧化应激

调控，但其在不同细胞环境中对ROS生成表现出促进或

抑制的双重作用。2025年最新研究聚焦于ROMO1的巯

基修饰，提出其可通过与靶蛋白形成二硫键直接清除

ROS[26]。这一机制与早期研究中“ROMO1在癌细胞中高

表达促进ROS产生”的结论存在分歧[27]。该研究进一步利

用转基因及心肌组织特异性敲除小鼠模型证明，ROMO1

对维持线粒体多功能性具有积极作用，并可延缓衰老相

关的器官功能减退。

在本研究中，通过上调HaCaT细胞中ROMO1的表

达，我们发现随着ROMO1表达升高，线粒体ROS生成增

加，同时膜电位也相应上升，表明ROMO1表达与线粒体

ROS水平呈正相关，提示其在线粒体氧化还原稳态调控

中起关键作用。然而，尽管ROMO1高表达在一定程度上

增强了线粒体功能，却导致了正常HaCaT细胞活性受损，

并抑制了照射后的细胞增殖。这些结果提示，ROMO1可

能通过诱导线粒体依赖的细胞应激反应，阻碍辐射后皮

肤细胞的修复进程。该发现既与ROMO1作为氧化应激

调节因子的已有认知相符，也首次揭示了其在辐射应答

中的具体功能模式。此外，我们成功构建了皮肤组织特

异性Romo1基因敲除小鼠（Romo1-sKO），用于在体水平

研究ROMO1的功能。结果表明，与对照组相比，皮肤组

织中下调ROMO1可促进照射后期修复阶段的创面愈合

与组织结构重建，并有效减轻晚期的纤维化与挛缩程度。

综上所述，本研究揭示了电离辐射可诱发早期细胞

应激，表现为线粒体氧化应激水平升高与细胞增殖抑制；

与此同时，线粒体蛋白ROMO1的表达下降，可能为细胞

在辐射压力下的一种保护性反馈。功能实验进一步表

明，ROMO1上调会加剧线粒体氧化应激，从而阻碍角质

形成细胞的增殖；而ROMO1缺失则有助于减轻皮肤氧化

负荷，促进RISI的组织修复。这些结果表明，ROMO1是
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图 5  ROMO1缺失加速放射性皮肤损伤的修复并改善晚期结局

Fig 5  ROMO1 deficiency accelerates healing and ameliorates late radiation-induced skin injury in mice

A, Schematic of the fractional radiation schedule (5 Gy × 4; total dose 20 Gy) for establishing the radiation-induced skin injury model. B, Representative images

showing the progression and resolution of typical radiogenic skin injury over 54 days post-irradiation. The arrow indicates the leg skin wound site, with the dotted line

depicting the extensive moist wound region. C, Skin condition and limb contracture in mice at day 54 post-irradiation. D and E, Weight changes (D) and skin injury scores

(E) throughout the course of radiation-induced skin injury in mice.
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辐射诱导线粒体氧化应激与细胞损伤的关键介导因子。

在辐射损伤背景下，抑制其功能或可通过减轻氧化压力

为组织修复创造有利条件，提示靶向抑制ROMO1可能成

为一种潜在的治疗策略。

然而，本研究尚未完全阐明ROMO1在皮肤细胞中的

具体作用机制。值得注意的是，ROMO1的功能呈现显著

的背景依赖性。YORDANOV等[11]系统综述指出，ROMO1

的功能从“在多数癌症中发挥促癌作用”演变为“具有多重

复杂功能”。该团队还发现ROMO1在宫颈癌早期高表达

而在晚期下降，进一步提示其功能可能具有组织类型与

疾病阶段的特异性 [ 2 8 ]。基于此，后续研究将重点解析

ROMO1在皮肤细胞中的相互作用蛋白及下游信号网络，

系统比较其在生理稳态、辐射应激及恶性转化等不同状

态下的功能差异；同时考察ROMO1在线粒体内膜的同源

寡聚化现象在辐射应激中的动态变化，分析其对ROS稳

态调控及细胞命运决定的影响机制，从而完善ROMO1在

RISI中的作用框架，为开发靶向ROMO1的皮肤放射防护

策略提供理论依据。

* * *
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