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Abstract
AIM: To investigate the expression of ERK 
during the development of hepatic fibrosis and 
the correlation of ERK and I, III collagens.

METHODS: Hepatic fibrosis was induced by 
subcutaneous injection of DMN. Rats were killed 
for study at the end of first, second, third weeks 
and the clinical operative liver samples were col-
lected. The development expression and location 
of the ERK in the hepatic tissue and the correla-
tion of ERK with collagen I, III were assessed by 
means of immunohistochemistry. 

RESULTS: The expression of ERK was increased 
and was closely correlated with that of collagen 

I and III during the development of rat fibrosis 
at every time point (1 wk: r = 0.75, 0.68, P < 0.05; 
2 wk: r = 0.82, 0.78, P < 0.05; 3 wk: r = 0.74, 0.83, 
P < 0.05). Similarly, the expression of ERK was 
enhanced in human fibrotic tissues (1.068 ± 0.258 
vs 0.035 ± 0.011, P < 0.05), which was correlated 
with that of collagen I and III (r = 0.87, 0.88, all P 
< 0.05). 

CONCLUSION: The ERK signal pathway may 
play an important role in the pathogenesis of he-
patic fibrosis.  
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摘要
目的: 观察细胞外信号调节激酶(ERK)在肝纤
维化组织中的表达变化及其与Ⅰ、Ⅲ型胶原
表达的相关性, 并探讨其在肝纤维化发生中的
作用. 

方法: 二甲基亚硝胺(DMN)诱导大鼠肝纤维
化, 于用药1、2、3 wk分别取肝组织; 收集临
床肝手术标本, 包括纤维化肝组织和远癌的纤
维化肝组织, 以正常肝组织做对照. 采用免疫
组化法检测ERK在肝纤维化组织中表达和定
位及其与Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的相关性.  

结果: 随着大鼠注射DMN时间的延长, ERK、

Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达逐渐增加, 且在各时间
组肝组织中E R K的表达与Ⅰ、Ⅲ型胶原的
表达呈正相关(1 wk: r  = 0.75, 0.68, P <0.05; 2 
wk: r  = 0.82, 0.78, P <0.05; 3 wk: r  = 0.74, 0.83, 
P <0.05). 同样, ERK在人肝纤维化组较对照
组表达增加(1.068±0.258 vs  0.035±0.011, 
P <0.05), 且ERK的表达与Ⅰ、Ⅲ型胶原的表
达正相关(r  = 0.87, 0.88, 均P <0.05). 

®

■背景资料
肝纤维化是慢性
肝病共有的、重
要的病理特征, 也
是进一步向肝硬
化发展的主要中
间环节, 属可逆性
病变. 目前对肝硬
化无有效的治疗
手段, 因此阐明肝
纤维化发生机制
具有重要的临床
意义.

■同行评议者
陈红松 ,  研究员 , 
北京大学人民医
院肝病研究所; 高
润平, 教授, 吉林
大学第一医院肝
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结论: ERK可能与肝纤维化的发生机制及胶
原合成密切相关. 
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0  引言

细胞外信号调节激酶(e x t r a c e l l u l a r s i g n a l-
regulated kinase, ERK)是丝裂原活化的蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)信号

通路中的重要成员, 主要被生长因子、多肽类

激素以及神经递质激活, 控制着细胞增殖、分

化、生存和凋亡[1-2]. ERK在人肝纤维化组织中

的表达研究国内外尚未见报道. 本实验旨在验

证ERK分别在大鼠和人纤维化肝组织中的蛋白

水平表达以及其与Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的相关性, 
探讨ERK信号通路在肝纤维化发生中的作用, 
进一步阐明肝纤维化的发生机制, 为研究其他

的MAPK信号通路相关基因以及肝纤维化的防

治打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sprague-Dawley(SD)大鼠36只, 体质

量200-250 g, 清洁级, 购于中国科学院上海实验

动物中心. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 分为二甲基亚硝胺(DMN)造模组(n  = 
18)、对照组(n  = 18), 将造模组皮下注射10 mg/
kg体质量的DMN生理盐水溶液, 对照组皮下注

射等体积生理盐水, 每周连续3 d, 共3 wk, 分别

于DMN注射后的1、2、3 wk末取肝组织(处死

大鼠时距末次注射的时间为72 h). 肝组织经100 
g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 4-5 μm厚度连续切

片后, 进一步行HE及VG染色明确病理改变.  
1.2.2 组织标本收集: 收集2005-10/2006-10南通

大学附属医院手术住院治疗的25例肝组织标本, 
其中10例非纤维化肝组织(包括正常肝组织和炎

症性肝组织), 15例纤维化肝组织(包括单纯肝纤

维化和癌旁肝纤维化组织). 所有的病例均经组

织病理证实.  
1.2.3 免疫组化检测ERK与Ⅰ、Ⅲ型胶原在纤维

化肝组织中的表达: 参照武汉博士德生物工程

有限公司SABC试剂盒使用说明书. 一抗工作浓

度: 兔抗大鼠ERK1/2抗体及磷酸化RK1/2抗体

(美国Cell Signal 公司)1∶500, 兔抗大鼠Ⅰ、Ⅲ 
型胶原抗体(武汉博士德公司)1∶200. 

统计学处理 根据阳性染色范围, 将免疫组

化切片用图象分析仪进行半定量分析, 每张切

片随机扫描10个视野, 取其吸光度平均值. 使用

SPSS10.0软件进行统计分析, P <0.05具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 大鼠实验性肝纤维化模型建立 造模组大鼠

体质量明显下降, 并有死亡. 造模组1、2 wk末各

处死6只, 3 wk末处死5只, 对照组大鼠各周均处

死6只. 肝组织HE和VG染色显示模型组大鼠肝

组织出现明显的肝细胞气球样变性、坏死及炎

性细胞浸润; 随着DMN注射时间的延长, 逐渐出

现汇管区扩大, 汇管区胶原纤维沉积, 纤维结缔

组织增生明显并自汇管区呈放射状扩展, 向小

叶周围延伸; 部分中央静脉区纤维结缔组织沉

积增多. 
2.2 人肝组织病理学改变 HE染色显示正常肝组

织结构规整, 可见肝细胞索围绕中央静脉呈放

射状分布形成正常的肝小叶结构; 纤维化肝组

织炎性细胞浸润, 汇管区扩大, 汇管区胶原纤维

沉积, 并自汇管区呈放射状向小叶周围扩展、

延伸. 
2.3 免疫组化法结果分析 正常大鼠肝脏组织

ERK染色弱阳性, 主要分布于肝血窦壁间质细胞

中, 胞质和胞核内均有着色(图1A), 注射DMN 2 
wk后ERK染色明显增强且以核内明显, 并分布

在汇管区及纤维间隔中(图1B). 同样, 正常肝脏

Ⅰ、Ⅲ 型胶原主要分布于汇管区(图1C, E), 注射

DMN 1 wk时, Ⅰ、Ⅲ 型胶原进一步在肝血窦周

围延伸, 阳性反应较前增强, 随着注射时间的延

长, 在注射DMN 3 wk时Ⅰ、Ⅲ 型胶原的阳性反

应明显增强, 并沿着细胞呈树枝状分布(图1D, F). 
2.4 免疫组化的半定量分析及相关性比较 将免

疫组化结果行半定量分析后发现, 随着DMN注

射时间的延长, ERK、Ⅰ型、Ⅲ型胶原的表达

逐渐增加, 且在各时间组ERK1与Ⅰ型、Ⅲ型

胶原的相关均有显著性(P <0.05), 在第1周时与

Ⅰ型、Ⅲ型胶原的相关系数分别为0.75、0.68; 
第2周时与Ⅰ型、Ⅲ型胶原的相关系数分别为

0.82、0.78; 第3周时与Ⅰ型、Ⅲ型胶原的相关

系数分别为0.74、0.83(表1). 

■相关报道
MAPK信号传导
通路是经典的有
丝分裂通路, 有研
究表明, ERK在胰
腺星状细胞(类似
HSC)激活中起核
心作用, 抑制ERK
信号传导可能成
为防止胰腺星状
细胞激活的重要
途 径 .  还 有 报 道
IGF-1促进人HSC
增殖及Ⅰ型胶原
聚积时依赖于磷
脂 酰 肌 醇 3 激 酶
(PI3-K)和ERK, 因
此ERK可能参与
肝纤维化发病机
制.

■研发前沿
ERK可能参与肝
纤维化发病机制, 
但其在肝纤维化
过程中的确切机
制仍未明了.
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同样, 在人纤维化肝组织中, ERK的表达明显

增加, Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达也相应增加, 纤维化肝

组织中ERK与Ⅰ、Ⅲ型胶原的相关系数分别为

0.865、0.884, (P<0.05), 具有统计学意义(表2). 

3  讨论

肝纤维化是各种致病因子反复损伤肝脏, 引起

慢性肝病后共同的转归途径 ,  最终导致肝硬

化, 成为严重威胁人类健康的常见病、多发病. 

肝纤维化形成的基础是ECM(包括胶原、糖蛋

白、多聚糖胺等)合成和降解的失衡[3-4]. 目前对

肝硬化尚缺乏有效的治疗手段, 因此对肝纤维

化的研究成了近20年世界医学攻关的一个热点. 
但迄今为止肝纤维化发生的确切机制尚未明确, 
阐明肝纤维化发生机制并寻求有效的治疗方法

具有重要临床意义. 
M A P K信号传导通路是经典的有丝分裂

通路, 是真核细胞对许多不同刺激翻译和反应

表  1  大鼠肝组织中ERK及Ⅰ 、Ⅲ型胶原免疫组化的半定量值 (mean±SD)

     
分组                                            ERK	                             Ⅰ型胶原                                   Ⅲ型胶原

对照组		         0.130±0.032		         0.056±0.012		      0.046±0.041

DMN 1 wk组	        0.367±0.053a 		         0.303±0.071a 		      0.422±0.044a

DMN 2 wk组	        0.764±0.047c		         0.714±0.064c		      0.642±0.085a

DMN 3 wk组	        0.821±0.108a 		         0.963±0.076a 		      0.843±0.102a

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  DMN 1 wk 组.

A B

图  1  大鼠肝组织中ERK及Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达(DAB显色×200). A、C、E: 对照组; B、D、F: 纤维化组; A-B: ERK; C-D: 

Ⅰ型胶原; E-F: Ⅲ型胶原.

E F

C D

■创新盘点
ERK是有丝分裂
信号通路的重要
成员, 主要被生长
因子等有丝分裂
原 激 活 ,  并 与 细
胞增生、分化有
关. 本研究首次应
用免疫组化技术
研究ERK在人肝
纤维化组织中表
达, 为进一步研究
MAPK信号传导
通路相关基因在
肝纤维化中的作
用打下基础. 
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的信号介导和信号网络的枢纽, 控制着细胞增

殖、分化、生存和凋亡, 是信号从细胞表面传

导到细胞核内部的重要传递者, 他们介导胞质

到胞核的信号传导[5-6]. 近期的研究表明, MAPK
信号通路与人体多种脏器纤维化的发生密切相

关[7-9]. 在哺乳动物细胞, MAPK家族的ERK亚

族已得到比较详细的研究. ERK是有丝分裂信

号通路的重要成员, 主要被生长因子等有丝分

裂原激活, 并与细胞增生、分化有关. 细胞周期

蛋白D1的转录需要ERK的长期激活和核滞留. 
ERK1/2为脯氨酸导向的丝氨酸/苏氨酸激酶. 他
正常定位于胞质, 当激活后转位至胞核, 调节转

录因子活性, 产生细胞效应. ERK1和ERK2有
85%同源性, 其蛋白分子质量分别为43 kDa和41 
kDa. ERK1和ERK2在各种组织中普遍表达, 可
被一对蛋白激酶MEK1和MEK2磷酸化而活化, 
ERK的活化是几种Ras诱导的细胞反应中关键的

一步, ERK1/2通过磷酸化转化为pERK1/2而发

挥信号传导的生物学功能, 活化的ERK能转移入

核, 磷酸化转录因子, 从而调节他们的活性[10-11]. 
目前认为, HSC的激活是肝纤维化发生的

中心环节[12-13]. TGF-β、PDGF是激活HSC并促

进其增殖的最重要细胞因子[14-15]. 在正常状态

下, H S C主要储存和代谢维生素A, 合成与分

泌少量的ECM及有一定产生胶原酶的能力. 在
慢性肝损伤时, HSC活化后转化为成纤维样细

胞, 并大量合成以胶原为主的细胞外基质积聚

肝内[16-17]. Reimann et al [18]发现在大鼠原代培养

的HSC中, TGF-β1可诱导Ras、Raf-1、MEK和

ERK的活性, 并且ERK的活性依赖于MEK的活

性. Davis et al [19]用原代培养的大鼠HSC阐明了

Ras-Raf-1-MAPK级链在胶原基因表达中的作

用, 阻断MAPK活性则胶原基因表达减少. IGF-1
在炎性和纤维化的组织中表达增加, 并刺激成

纤维细胞、平滑肌细胞和大鼠HSC增殖, 诱导 
胶原合成. Svegliati-Baroni et al [20]发现IGF-1促进

人HSC增殖及Ⅰ型胶原聚积时依赖于磷脂酰肌

醇3激酶(PI3-K)和ERK. 最近, Jaster et al [21]研究

认为ERK在胰腺星状细胞(类似HSC)激活中起

核心作用, 抑制ERK信号传导可能成为防止胰

腺星状细胞激活的重要途径. 然而ERK在肝纤

维化中的确切功能仍未阐明, 他在人肝纤维化

组织中的表达研究国内外尚未见报道. 
本实验采用免疫组化法检测大鼠肝纤维化

发展过程中ERK与Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的动态变

化, 并进一步临床研究15例人纤维化肝组织和

10例非纤维化肝组织中ERK及Ⅰ、Ⅲ型胶原的

表达, 结果提示纤维化肝组织中ERK及Ⅰ、Ⅲ

型胶原的表达明显增加, 随着纤维化程度的加

深, ERK表达量增加, 且与纤维化程度呈正相关.  
我们的结果表明: ERK在正常和纤维化的肝组

织中均有表达, 肝纤维化时, ERK的表达范围增

大, 胞质和胞核内的表达增加且以核内为主, 提
示肝纤维化时ERK不仅表达增多, 而且被激活

并向核内转移. 由此可以推测, ERK及其介导的

信号通路是通过促进HSC的活化与增殖进而参

与肝纤维化的发生发展过程. MAPK信号通路与

肝纤维化的发生有着密切的关系, 随着对MAPK
信号通路理解的不断深入, 其在肝纤维化发生

的分子机制中的作用会越来越多地引起人们的

关注. 
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