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研究原著

同型半胱氨酸致胰岛 β 细胞凋亡中肝配蛋白 A 型受体 2 DNA 甲基化升高

文题释义：

胰岛β细胞：是胰岛细胞中的一种内分泌细胞，位于胰岛的中部，可分泌胰岛素，在调节体内血糖水平的过程中起着重要的作用。当胰岛

β细胞功能受到损伤时，会导致胰岛素分泌绝对或相对不足，发生胰岛素抵抗，使血糖异常升高，从而引发糖尿病。

EphA2：肝配蛋白A型受体2(EphA2)位于细胞膜上，是一种受体酪氨酸激酶，包含一个保守N端配体结合的胞外结构域、一个跨膜结构域和

一个保守酪氨酸激酶结构域。Eph受体和相应的Eph受体相互作用(ephrin)的配体共同构成具有多种功能的关键细胞信号网络。

摘要

背景：同型半胱氨酸水平增加会导致胰岛β细胞发生凋亡，但其具体机制尚不明确。

目的：探讨胰岛β细胞中肝配蛋白A型受体2及其启动子区DNA高甲基化的具体机制。

方法：体外培养小鼠胰岛β细胞株Min6，将其分为对照组(0 µmol/L同型半胱氨酸)和同型半胱氨酸组(120 µmol/L同型半胱氨酸)。干预细胞

48 h后，采用免疫荧光和Western blot法检测2组细胞中凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2、半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋白酶3表达情况；Western blot
法检测DNA甲基化相关蛋白DNMT1、DNMT3a的表达水平；实时荧光定量PCR检测两组细胞中肝配蛋白A型受体2 mRNA水平；Western blot
检测肝配蛋白A型受体2的蛋白表达情况；巢式甲基化特异性PCR检测EphA2启动子区DNA甲基化水平。 
结果与结论：①与对照组相比，同型半胱氨酸组胰岛β细胞中凋亡相关蛋白Bax和半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋白酶3表达明显升高，Bcl-2表
达明显下降；肝配蛋白A型受体2的mRNA和蛋白表达水平明显下降(P < 0.05)； ②与对照组相比，同型半胱氨酸组肝配蛋白A型受体2 DNA甲
基化水平明显升高(P < 0.05)，同型半胱氨酸组胰岛β细胞中DNMT1蛋白表达明显增高(P < 0.05)；③提示肝配蛋白A型受体2 DNA高甲基化在

同型半胱氨酸致胰岛β细胞凋亡中的作用明显，而DNMT1可能参与其高甲基化过程。
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缩略语：肝配蛋白A型受体2：Ephrin A receptor 2，EphA2；半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋白酶3：cysteine-containing aspartate-specific 
proteases-3，Caspase-3
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检测指标：
(1) 胰岛 β 细胞 Bax、Bcl-2 和半胱氨酰天冬氨酸特异性
蛋白酶 3 凋亡蛋白表达；
(2) 胰岛 β 细胞凋亡率；
(3) 肝配蛋白 A 型受体 2(EphA2) 蛋白和 mRNA 表达；
(4)EphA2 启动子区 DNA 甲基化水平；
(5)DNMT1、DNMT3a 的蛋白表达。

(1) 同型半胱氨酸导致胰岛 β
细胞发生凋亡；
(2)EphA2 启动子区 DNA 高甲
基化可能是导致胰岛 β 细胞
凋亡的关键机制。

小鼠胰岛 β 细胞株
Min6：分为对照组
及同型半胱氨酸组。
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0   引言   Introduction
糖尿病是由胰岛素分泌或作用受损而导致血糖升高的一

种慢性代谢性疾病，其中 2 型糖尿病在糖尿病患者中的比例

高达 90%[1-2]
。2 型糖尿病是由于胰岛素分泌不足，无法在有

胰岛素抵抗的情况下降低血浆葡萄糖的浓度，当机体中葡萄

糖稳态遭到破坏，会导致糖尿病发生，严重者还可诱发糖尿

病肾病、糖尿病神经病变、糖尿病血管病变等并发症的发生，

甚至会危及生命。人体释放胰岛素的含量取决于胰岛 β 细胞

的功能及数量
[3]
，同时有研究发现，在胰岛素抵抗的前期，

胰岛 β 细胞可通过增加胰岛素分泌以维持血糖正常水平。当

细胞发生凋亡时，会导致胰岛 β 细胞的数量骤降及胰岛功能

发生不可逆的损伤，从而加快糖尿病的发生与发展。临床研

究显示，2 型糖尿病患者的血清中多伴有同型半胱氨酸水平

升高，并与疾病的严重程度密切相关
[4]
。同型半胱氨酸是蛋

氨酸在代谢过程中形成的一种中间产物
[5]
，实验室前期研究

证实，同型半胱氨酸具有引起细胞发生凋亡、自噬、焦亡等

重要的生物学功能
[6-8]

。Ephrin 受体 (Eph) 是最重要的一类受

体酪氨酸激酶 (RTKs)，其中，肝配蛋白 A 型受体 2(Ephrin A 

receptor 2，EphA2) 是 Eph 受体家族中主要的调节因子
[9-10]

。

研究发现，EphA2 可在同型半胱氨酸诱导内皮细胞损伤的过

程发挥着重要的作用，但其在同型半胱氨酸引起血糖异常中

的作用尚不清楚
[11]
。DNA 甲基化是同型半胱氨酸引起相关疾

病的重要机制，且有研究显示，DNA 甲基化水平异常是糖尿

病发生的关键表观遗传学标志
[12-14]

。但同型半胱氨酸是否通

过改变 EphA2 DNA 甲基化水平参与糖尿病的发生发展目前尚

未见报道。因而，此次研究旨在探讨 EphA2 DNA 甲基化在同

型半胱氨酸致胰岛 β 细胞凋亡中的作用，为进一步研究同型

半胱氨酸导致糖尿病发生发展的分子机制提供实验依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞实验，两组样本比较采用独立样本 t检验。
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Abstract
BACKGROUND: Increased homocysteine levels lead to apoptosis of pancreatic β cells, but the exact mechanism remains unclear.
OBJECTIVE: To explore the specific mechanism of DNA hypermethylation of Ephrin A receptor 2 (EphA2) and its promoter region in pancreatic β cells.
METHODS: Mouse insulinoma cell lines (Min6) were cultured in vitro and divided into control group (0 µmol/L homocysteine) and homocysteine group  
(120 µmol/L homocysteine). After 48 hours of intervention in the cells, immunofluorescence and western blot were used to test the expression of apoptosis-
related proteins Bax, Bcl-2, and Caspase-3 in pancreatic islet β cells of the two groups. The expression levels of DNA methylation-related proteins DNMT1 and 
DNMT3a were detected by western blot. Real-time fluorescent quantitative PCR (qRT- PCR) was used to detect the level of EphA2 mRNA. Western blot was 
used to detect the protein expression of EphA2. Nested methylation-specific PCR was used to detect the level of DNA methylation in the promoter region of 
EphA2.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the expression of apoptosis-related proteins Bax and Caspase-3 in the pancreatic β cells 
was significantly increased in the homocysteine group, and the expression of Bcl-2 was significantly decreased; the mRNA and protein expression levels of 
EphA2 were significantly decreased (P < 0.05). Compared with the control group, the EphA2 DNA methylation level and the expression of DNMT1 protein 
in the pancreatic β cells were significantly higher in the homocysteine group (P < 0.05). To conclude, EphA2 DNA hypermethylation plays a significant role in 
homocysteine-induced pancreatic β cell apoptosis and DNMT1 may be involved in its hypermethylation process.
Key words: pancreatic islet β cells; homocysteine; apoptosis; Ephrin A receptor 2; DNA methylation

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81760139 (to MSC); Ningxia Hui Autonomous Region Key R&D Program (General Project), 
No. 2018BEG03011 (to MSC); The Third-Batch Ningxia Youth Science and Technology Talent Support Project, No. TJGC2018010 (to MSC); “Light of the 
West” Project of Ningxia Hui Autonomous Region Key R&D Program in 2019 (Special Project for Foreign Scientific and Technological Cooperation) (to                                                    
MSC); School-level Project of Ningxia Medical University, No. XM2020002 (to YFF)
How to cite this article: ZHANG Q, GAO CL, YU FF, ZHANG ZH, MA F, GAO Y, LI GZ, JIANG YD, MA SC. Ephrin A receptor 2 DNA methylation increases in 
pancreatic beta cell apoptosis induced by homocysteine. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2023;27(5):714-719. 

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 11 月至 2021年 12 月在宁夏医

科大学国家卫生健康委代谢性心血管疾病研究重点实验室完成。

1.3   材料   小鼠胰岛 β 细胞株 (Min6)，由宁夏医科大学病理

生理学系惠赠。

实验主要试剂盒及仪器：胎牛血清、RPMI-1640 培养基

( 美国，Gibco)；胰蛋白酶消化液 ( 碧云天生物技术研究所 )；

同型半胱氨酸粉末 ( 美国，Sigma)；基因组 DNA 提取试剂盒、

总 RNA 提取试剂盒 ( 北京，天根 )；全蛋白提取试剂盒和蛋

白定量试剂盒 ( 南京，凯基 )；反转录和实时荧光定量 PCR

试剂盒 (美国，Thermo Fisher)；DNA甲基化修饰试剂盒 (美国，

ZYMO)；EphA2 抗体、Bax 抗体、半胱氨酰天冬氨酸特异性

蛋 白 酶 3(cysteine-containing aspartate-specific proteases-3，
Caspase-3) 抗体、Bcl-2 抗体 ( 中国 Affinity 公司 )；β-actin 抗

体 ( 中山金桥，中国 )；引物由上海生工生物工程有限公司

合成；CO2 培养箱 ( 德国，Heraeus)；超净工作台 ( 苏州，安

泰 )；5415D 型微量台式离心机 ( 德国，Eppendorf)；BS110S

型精密天平 (德国，Sartorius)；荧光定量 PCR仪 (上海，枫岭 )；

电泳仪、电转仪、凝胶成像仪 ( 美国，Bio-rad)；激光共聚焦

显微镜 (Zeiss)。
1.4   实验方法   

1.4.1   细胞培养及处理   在含有体积分数 10% 胎牛血清的

RPMI-1640 培养液中培养小鼠胰岛 β 细胞，置于温度为 37 ℃，

体积分数 5% 的 CO2 细胞培养箱中。当细胞密度占培养瓶总

体积的 80% 时，按 1 ∶ 3 比例进行传代，2 d 传代 1 次，取

第 3 代细胞进行相关实验操作。取状态良好的细胞接种到 6

孔板中，当细胞浓度达到 1×105
个 / 孔时，分别用同型半胱氨

酸浓度为 0 µmol/L 作为对照组，同型半胱氨酸浓度为 120 µmol/L

作为同型半胱氨酸组，在干预 48 h 后，将细胞收集于离心管

中，进行相关指标检测。

1.4.2   免疫荧光染色检测 Bcl-2、Bax 及 Caspase-3 的表达   用

体积分数 4% 甲醛分别固定对照组及同型半胱氨酸组小鼠胰
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岛 β 细胞 30 min，PBS 冲洗 3 次，每次 5 min，体积分数 10% 过

氧化氢下孵育 10 min，PBS 冲洗 3 次后加山羊血清封闭 60 min， 

加入相对的 Bcl-2、Bax、Caspase-3 一抗抗体 (1 ∶ 400)，在

4 ℃条件下孵育过夜后取出细胞，在室温下静置 30 min 恢复

室温，PBS 冲洗 5 min 加入荧光二抗 (1 ∶ 100)，在避光条件

下 37 ℃孵育 1 h 后用 PBS 冲洗并避光加入 100 μL DAPI 染细

胞核 5 min，再次用 PBS 冲洗后滴加荧光淬灭剂封固，将染

色后的细胞置于激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

1.4.3   流式细胞术检测细胞凋亡率   胰岛 β 细胞分为 2 组：

①对照组 (0 µmol/L 同型半胱氨酸 )；②同型半胱氨酸组 

(120 µmol/L 同型半胱氨酸 )。胰岛 β 细胞同型半胱氨酸干预

48 h 后，收细胞，PBS 洗 2 遍后，用不含酚红和 EDTA 的 0.25%

胰酶消化后将细胞轻吹下来，转入 1.5 mL 离心管中，用离

心机离心 (4 ℃，1 000 r/min，5 min) 后倒掉废液，加入 1 mL 

PBS 吹匀离心，重复上述操作 2 次。在避光条件下按 1 ∶ 9

的比例配结合液加入到各个离心管后，再分别加入 PerCP  

5 μL，PE 5 μL 轻拨混匀，静止 15 min。吹匀并用滤膜过滤后，

立即用流式细胞仪检测细胞凋亡率。采用 NovoExpress 软件

处理流式数据。

1.4.4   实时荧光定量 PCR 检测 EphA2 mRNA 的表达   依据 RNA 

simple Total RNA Kit 提取各组中小鼠胰岛 β 细胞总 RNA，将总

RNA 依据 Takara Bio 037A 试剂盒反转录后合成 cDNA；EphA2 序

列可通过 NCBI 及 GenBank 数据库进行查找并对其进行引物 

合成。

EphA2：F：5'-GCA CAG GGA AAG GAA GTT GTT-3'；R： 

5'-CAT GTA GAT AGG CAT GTC GTT C-3'。
PCR 扩增程序：95 ℃ (30 s)，95 ℃ (5 s)，55.1℃ (34 s)，

设循环 40 次，将 GAPDH 设置为内参，并根据 2-ΔΔCt
法计算

待检测各组小鼠胰岛 β 细胞中 EphA2 mRNA 的表达量。

1.4.5   Western blot 检测 Bax、Bcl-2、Caspase-3、EphA2、DNMT1、
DNMT3a 的蛋白表达   按照全蛋白提取试剂盒说明书提

取对照组和同型半胱氨酸组胰岛 β 细胞全蛋白，采用

BCA 法测定蛋白浓度后定量，按 1 ∶ 4 加入蛋白 loading  

buffer，金属浴 99 ℃煮沸 5 min 使蛋白变性，每组取 30 µg

总蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，电压为 80 V，30 min 后转

至 120 V，之后进行电转设置程序为：0.3 A，2 h，将蛋白转

至 PVDF 膜，用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，用 PBST 洗膜 4 次，每

次 5 min，分别按说明书上相应比例用抗体稀释液稀释 Bcl-2、 

Bax、DNMT1、EphA2、Caspase-3、DNMT3a 以及 β-actin 抗体， 

4 ℃ 摇床过夜；使用辣根过氧化物酶标记的二抗，按 1 ∶ 

5 000 比例稀释，室温下孵育 2 h，PBST 洗膜 4 次 /5 min；

在凝胶成像分析仪上进行成像分析，统计 Bcl-2、Bax、
Caspase-3、EphA2、DNMT1 和 DNMT3a 与 β-actin 内参灰度

值的比值并进行计算分析。

1.4.6   巢氏甲基化特异性 PCR 检测 EphA2 启动子区 DNA 甲

基化水平   按照 TIANamp Genomic DNA kit 说明书提取各组

细胞的全基因组 DNA，并对提取后的全基因组 DNA 进行

甲基化修饰。巢式甲基化特异性 PCR 法检测 EphA2 启动子

区 DNA 甲基化水平是否发生变化。根据 EphA2 的序列，在 

MethPrimer 网页设计内外引物及甲基化与非甲基化引物，见

表 1。

表 1 ｜基因引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

引物 序列

外引物 F：5'-GGG GGA TGT TAA TAG TTA TAA TGT G-3'
R：5'-CTC CTA CCA ATA CCA AAA ACA AAA C-3'

甲基化引物 F：5'-GGT GTT TTA GGT TTG GTG ATT C-3'
R：5'-TAT TAA CAT CCC CCT TCT TAC GAT-3'

非甲基化引物 F：5'-GGT GTT TTA GGT TTG GTG ATT AGT T-3'
R：5'-CTA TTA ACA TCC CCC TTC TTA CAA T-3'

引物反应体系：总体积为 25 μL，PCR MIX：12.5 μL，
ddH2O：7 μL，F'：1 μL，R'：1 μL，修饰后 DNA：3.5 μL；

以外引物 PCR 产物为模板，引物扩增的反应条件为：95 ℃ 

(5 min)；95 ℃ (30 s)，63 ℃ (30 s)，51 ℃ (30 s)，循环数为 20次。

并对内引物甲基化和非甲基化引物进行扩增，随后用曝光仪

在 1% 的琼脂糖凝胶上进行成像分析。发生甲基化为甲基化

阳性条带 (M)，未发生甲基化为非甲基化阳性条带 (U)，按规

定甲基化公式进行计算：甲基化 =M/(M+U)×100%。

1.5   主要观察指标   ① Western blot 及免疫荧光检测各组细

胞 Bax、Bcl-2、Caspase-3 凋亡相关蛋白表达；②流式细胞术

检测细胞凋亡情况；③实时荧光定量 PCR 及 Western blot 检

测 EphA2 mRNA 及蛋白表达；④巢式甲基化特异性 PCR 及

Western blot 检测在同型半胱氨酸作用下 EphA2 DNA 甲基化

水平的变化。

1.6   统计学分析   文章统计学方法已经宁夏医科大学生物统

计学专家审核。使用 Prism 8.0 统计软件对实验数据进行统计

并分析，检测结果均属计量资料，以 x-±s 表示，两组间比较

采用独立样本 t 检验，P < 0.05 时表示实验数据差异有显著

性意义。

2   结果   Results 
2.1   同型半胱氨酸对胰岛 β 细胞凋亡相关指标的影响   采用

免疫荧光染色及 Western blot 检测小鼠胰岛 β 细胞相关凋亡

蛋白表达情况，其中 Bax 为促凋亡蛋白，Bcl-2 为抗凋亡蛋白，

而 Bax 与 Bcl-2 的比值增大，表明细胞发生凋亡。

结果显示：同型半胱氨酸组胰岛 β 细胞相关凋亡蛋白

Bax 荧光强度及蛋白水平表达与对照组相比明显上升，提示

在同型半胱氨酸干预后 Bax 的表达量升高；同型半胱氨酸组

Bcl-2 荧光强度减弱及蛋白水平降低，提示在同型半胱氨酸干

预后 Bcl-2 表达量下降；同型半胱氨酸组 Caspase-3 荧光强度

及蛋白水平与对照组相比表达上升，提示同型半胱氨酸干预

后 Caspase-3 表达量有所增加。由此证明同型半胱氨酸干预

细胞后可以使胰岛 β 细胞的凋亡水平增加，见图 1。
2.2   流式细胞术检测同型半胱氨酸对胰岛 β 细胞凋亡的影响   

采用流式细胞术检测细胞凋亡情况。结果显示：与对照组相



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 27｜No.5｜February 2023｜717

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

图注：图 A 为免疫荧光检测两组中 Bax、Bcl-2 的表达情况 (×60)；图 B
为免疫荧光检测两组中 Caspase-3 的表达情况 (×60)；图 C 为 Western 
blot 检测两组中 Bax/Bcl-2 的蛋白表达；图 D 为 Western blot 检测两组中

Caspase-3 蛋白的表达。与对照组相比，
aP < 0.05。Caspase-3 为半胱氨

酰天冬氨酸特异性蛋白酶 3
图 1 ｜胰岛 β 细胞凋亡对相关荧光强度及蛋白表达的影响

Figure 1 ｜ Fluorescence intensity and protein expression in apoptotic 
pancreatic β cells

图注：图 A 示采用流式细胞术检测各组胰岛 β 细胞的凋亡情况；图 B 为

细胞凋亡率统计图，与对照组相比，
aP < 0.05

图 2 ｜同型半胱氨酸对胰岛 β 细胞凋亡的影响

Figure 2 ｜ Effect of homocysteine on apoptosis of pancreatic β cells

图注：图 A 为 EphA2 基因启动子区 CPG 岛图谱；图 B 为 EphA2 基因

DNA 甲基化水平凝胶成像图，M 为发生甲基化的阳性条带，U 为未发生

甲基化的阳性条带；图 C 为 EphA2 DNA 甲基化水平统计图；与对照组

相比，
aP < 0.05

图 4 ｜巢式甲基化特异性 PCR 法检测肝配蛋白 A 型受体 2(EphA2)DNA
甲基化水平

Figure 4 ｜ Detection of Ephrin A receptor 2 DNA methylation level by 
nested methylation-specific PCR

图注：图 A 示采用实时荧光定量 PCR 检测 EphA2 在胰岛 β 细胞中 mRNA
的表达情况；图 B 为两组中 EphA2 蛋白的表达情况及统计图。与对照组

相比，
aP < 0.05

图 3 ｜肝配蛋白 A 型受体 2(EphA2) 在胰岛 β 细胞中的表达

Figure 3 ｜ Expression of Ephrin A receptor 2 in pancreatic β cells

图注：图 A 为 Western blot 检测各组的 DNMT1 蛋白表达；图 B 为

Western blot 检测各组的 DNMT3a 蛋白表达。与对照组相比，
aP < 0.05

图 5 ｜两组中胰岛 β 细胞 DNMT1、DNMT3a 的蛋白表达

Figure 5 ｜ Protein expression of DNMT1 and DNMT3a in pancreatic β cells

2.3   同型半胱氨酸对 EphA2 表达水平的影响    为了证明

EphA2 可在同型半胱氨酸的诱导下致使胰岛 β 细胞发生凋亡，

需检测胰岛 β 细胞中 EphA2 mRNA 和蛋白的表达情况，将分

别采取实时荧光定量 PCR 及 Western blot 进行检测。结果显

示：同型半胱氨酸组胰岛 β 细胞 EphA2 mRNA 表达与对照组

相比，明显降低；且同型半胱胺酸组胰岛 β 细胞 EphA2 相关

蛋白表达也明显降低，见图 3。
2.4   同型半胱氨酸组对 EphA2 DNA 甲基化水平的影响   为了

深入探索同型半胱氨酸使 EphA2 蛋白含量表达降低的具体机

制，需采用巢式甲基化特异性 PCR 检测胰岛 β 细胞中 EphA2

的 DNA 甲基化水平。结果显示，同型半胱氨酸组 EphA2 DNA

甲基化水平与对照组相比明显升高，见图 4。

2.5   同型半胱氨酸致胰岛 β 细胞凋亡中对 DNMT1、DNMT3a

蛋白表达的影响   Western blot 法检测小鼠胰岛 β 细胞中

DNMT1 及 DNMT3a 蛋白表达状况。结果显示：同型半胱氨

酸组胰岛 β 细胞 DNMT1 蛋白表达与对照组相比有所升高，

差异有显著性意义 (P < 0.05)；而 DNMT3a 表达两组之间差异

无显著性意义，见图 5。
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3   讨论   Discussion
随着经济的持续发展，人们的生活质量不断提高，同时

2 型糖尿病的发病率也日益增加且呈低龄化发展。2017 年全

球约有4.15亿2型糖尿病患者，预计到2045年将达到6.93亿。

2 型糖尿病是由胰腺中 β 细胞发生不可逆损伤导致胰岛素分

泌下降和外周细胞胰岛素抵抗导致血糖升高、碳水化合物、

蛋白质和脂质代谢发生紊乱的一种慢性疾病
[15-16]

。研究表明，

凋亡对于维持胰岛 β 细胞稳态至关重要，当炎症和高糖高脂

等因素对胰岛 β 细胞造成损伤时，会引起其发生凋亡，适当

的凋亡水平有助于维持胰岛 β 细胞内环境平衡，但是过量的

细胞凋亡水平会导致胰岛 β 细胞数量发生不可逆减少，进而

引起胰岛素分泌降低
[17]
。因此细胞凋亡在 2 型糖尿病的发生

发展中起着重要的作用。

细胞凋亡是由机体的异常变化从而触发细胞内预存的

死亡程序而导致细胞发生死亡的过程
[18]
。细胞主要通过外源

性、内源性和穿孔素介导这 3 种途径被激活而发生凋亡，这

些途径都可以导致 Caspase-3 的激活。Bcl-2 是公认的细胞凋

亡调控靶点，它可与 Bax 发生拮抗
[19]
。Bcl-2 的表达下降，

会导致 Bax 转位到线粒体膜的数量增加，使线粒体的通透性

增强并释放细胞色素 c，激活 Caspase-3 的联线反应，进而

发生凋亡
[20]
。而 Caspase-3 是细胞凋亡途径中常见的关键蛋 

白
[21]
，同时也是细胞凋亡的启动者和执行者，具有促进细胞

因子生成和调节细胞生长、分化的作用。研究表明，同型半

胱氨酸生物学功能繁多，其可加快血管动脉粥样硬化的形成，

对内皮细胞造成损伤并调节脂质代谢等。人体中的同型半胱

氨酸多以呈游离型的半胱氨酸结合物在血清中存在，少量以

还原型同型半胱氨酸形式存在于血清之中。研究显示，同型

半胱氨酸是心血管疾病发生的独立危险因素
[22]
。但在糖尿病

患者中发现，血清中的同型半胱氨酸水平显著升高，因此糖

尿病患者多伴有高同型半胱氨酸血症
[23]
。此次研究采用免疫

荧光及 Western blot 检测到，与对照组相比，同型半胱氨酸

组细胞 Bax/Bcl-2 的比值增大。而 Bax 与 Bcl-2 的比值决定了

Caspase-3 的激活程度，其比值越大，被激活程度越高，反

之亦然。此次实验中发现，同型半胱氨酸组 Caspase-3 的蛋

白表达明显上升。综上所述，同型半胱氨酸可以刺激胰岛 β

细胞发生凋亡，但是同型半胱氨酸具体通过哪种途径诱导胰

岛 β 细胞发生凋亡目前尚不明确。

EphA2 是产生促红细胞生成素的肝配蛋白 (Eph) 受体的

主要成员
[24]
，Eph 受体酪氨酸激酶及其 ephrin 的配体在多

种生理和病理过程中都发挥着重要的作用。Eph 受体及其配

体分为 2 个亚家族，其中 Eph 受体是受体酪氨酸激酶 (RTK)

的最大亚家族。EphA2 位于细胞膜上，与 ephrin-A 配体结合

会导致其降解，并抑制细胞的增殖，而在没有配体的情况

下，EphA2 积累增多，同时增加细胞的侵袭性。研究表明，

EphA2 在乳腺癌、宫颈癌和胰腺癌中均高表达，在细胞的增

殖和转移中发挥着重要作用
[25-26]

。WEI 等 [27]
在研究胰腺癌

模型小鼠中发现，降低 EphA2 的基因表达可使其肿瘤的生长

和转移速度减慢，同时肿瘤细胞的凋亡水平升高。此次实验

发现 EphA2 在同型半胱氨酸干预的胰岛 β 细胞中蛋白含量及

mRNA 的表达水平明显低于对照组，因此，这提示 EphA2 可

能通过对胰岛 β 细胞凋亡的负向调控，从而在糖尿病发病的

病理过程中发挥着功能。

DNA 甲基化是表观遗传最具有特征性的机制之一
[28]
，

它通过影响染色质结构、DNA 稳定性、DNA 构象和 DNA 与

蛋白质相互作用，从而可以调控基因的特异性表达，其中

DNMT1 和 DNMT3a 是调控 DNA 甲基化的关键因子
[29-31]

。

DNA 甲基化对于哺乳动物的组织发育和体内代谢平衡是必

不可少的，目前已发现 DNA 甲基化在包括糖尿病、慢性肾

病等疾病中异常表达
[32-33]

。虽然理论上游离的甲基可以添加

到 DNA 碱基的任何腺嘌呤或胞嘧啶上，但胞嘧啶甲基化通

常仅在基因启动子区的 CpG 二核苷酸中观察到，这是富含

CpG 区域的基因是否具有 DNA 甲基化的重要理论依据
[34]
。

通过分析 EphA2 基因启动子区 CpG 岛提示，EphA2 可发生甲

基化。人体所有的细胞中都包含胰岛素基因，但胰岛素基因

只在胰岛 β 细胞中表达，研究发现，胰岛素基因可以促进胰

岛 β 细胞产生，当胰岛素基因发生高甲基化时其功能则被抑

制，从而使胰岛 β 细胞生成的数量减少，并且发生胰岛素抵

抗，最终导致 2 型糖尿病的发生
[35]
。同时同型半胱氨酸是半

胱氨酸参与甲基转移酶反应的副产物，因此其与细胞相关基

因的 DNA 高甲基化密切相关。此次实验发现，同型半胱氨

酸组中 EphA2 DNA 甲基化水平明显升高，而前面的结果已经

表明同型半胱氨酸组中 EphA2 基因的蛋白呈低表达，这就提

示 EphA2 的表达水平降低与 EphA2 启动子区 DNA 甲基化水

平升高密切相关。DNMT1 是 DNA 复制后维持甲基化模式的

主要酶
[36]
，在多种疾病中发挥着重要的调节作用。CHEN 等

[37]

发现在 2 型糖尿病患者和小鼠的胰岛素基因中，均有高甲基

化的发生，且检测出DNMT1与2型糖尿病患者的易感性相关，

DNMT1 在 2 型糖尿病中的表达明显高于对照组。此次研究

发现同型半胱氨酸组中 DNMT1 表达升高，提示 DNMT1 可能

在导致 EphA2 DNA 高甲基化中作用明显。

综上所述，EphA2启动子区DNA甲基化水平呈现高表达，

可能是同型半胱氨酸导致胰岛 β 细胞凋亡的关键机制，这为

更深一步探究同型半胱氨酸导致胰岛 β 细胞分泌功能发生障

碍并导致糖尿病的发生提供了新的实验依据和研究方向。
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