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MMI-0100 对 DDC 诱导的胆汁淤积性肝损伤的治疗作用研究 
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摘要：目的  探讨 MMI-0100 对 3,5-二乙氧基羰基-1,4-二氢-2,4,6-三甲基吡啶(DDC)诱导的小鼠胆汁淤积性肝损伤的治疗

作用。方法  15 只 Balb/c 小鼠随机分为对照组、模型组(DDC)，治疗组(DDC+MMI-0100)，每组 5 只。对照组小鼠给予

正常饮食 2 周，其余 2 组小鼠给予 0.1% DDC 饮食喂养 1 周后，再给予正常饮食 1 周，同时治疗组小鼠在 DDC 饲养 1 周

后，每天经腹腔注射 MMI-0100 进行治疗，注射量剂量为 500 μg·kg–1，连续注射 1 周；对照组和模型组小鼠给予等量无

菌生理盐水。观察并记录各组小鼠肝脏大体情况，HE 和 Masson 染色观察肝脏的病理改变，免疫组化检测胆管增生指标

CK19 和 Ki67，实时定量 PCR 检测肝脏纤维化相关基因 α-SMA 的表达。结果  与模型组相比，治疗组小鼠肝脏纤维化病

变减轻(P<0.01)，炎症细胞浸润减少(P<0.01)，肝脏组织 Knodell Score 评分降低(P<0.01)，同时胆管增生相关指标 CK19
和 Ki67 表达降低(P<0.05)，肝脏 α-SMA 的 mRNA 表达水平降低(P<0.01)。结论  MMI-0100 对 DDC 诱导的小鼠原发性硬

化性胆管炎有良好的治疗作用。 
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Study on Therapeutic Effect of MMI-0100 Against DDC-induced Cholestatic Liver Injury 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the therapeutic effect of MMI-0100 on 3,5-diethoxycarboxyl-1,4-dihydro-2,4, 
6-trimethylpyridine(DDC)-induced cholestatic liver injury in mice. METHODS  Fifteen Balb/c mice were randomly divided 
into control group, model group(DDC) and treatment group(DDC+MMI-0100). There were 5 mice in each group. Mice in control 
group were fed with normal diet for 2 weeks, and mice in other two groups were fed with 0.1% DDC diet for 1 week and then 
given normal diet for another one week. After DDC diet for 1 week, mice in treatment group were intraperitoneally injected with 
500 μg·kg–1 of MMI-0100 every day for 1 week. Mice in control group and model group were given the same amount of sterile 
normal saline. The general conditions of liver of mice in each group were observed and recorded. The pathological changes of 
liver were observed by HE and Masson staining. Markers of biliary duct hyperplasia CK19 and Ki67 were detected by 
immunohistochemistry. The expression of α-SMA gene which related to liver fibrosis was detected by real-time quantitative PCR. 
RESULTS  Compared with model group, liver fibrosis, inflammatory cell infiltration and the Knodell Score of mice all reduced 
significantly in the treatment group(P<0.01). In addition, the bile duct hyperplasia associated markers CK19 and Ki67 also 
decreased in the treatment group(P<0.05), and the mRNA expression level of α-SMA in liver was decreased(P<0.01). 
CONCLUSION  MMI-0100 has a good therapeutic effect on DDC-induced mouse primary sclerosing cholangitis. 
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胆汁淤积是指胆汁形成和(或)流动障碍导致

胆汁流动紊乱，是肝脏疾病的常见并发症之一。

引起胆汁流动紊乱的因素有多种，任何能引起肝

胆管细胞损害及胆道系统梗阻的因素均可导致胆

汁淤积发生，常见的因素主要有寄生虫、病毒、

细菌感染、自身免疫、药物或毒物、酒精、结石

和遗传代谢等[1]，临床上常见的胆汁淤积性疾病主

要有原发性胆汁性胆管炎、原发性硬化性胆管炎

(primary sclerosing cholangitis，PSC)以及各型病毒

性肝炎所致的胆汁淤积。在大多数情况下，胆汁
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淤积是良性病变，发病率或病死率不高，但是长

期的胆汁淤积最终可导致肝硬化甚至肝衰竭，且

患者预后较差[2-3]。目前，仅有奥贝胆酸和熊去氧

胆酸 2 种药物经美国 FDA 批准并用于临床治疗胆

汁淤积性肝病。然而，奥贝胆酸具有一定的肝毒

性，熊去氧胆酸仅对部分患者有治疗效果[4-6]。因

此，寻找并研发胆汁淤积性肝病的有效药物一直

是近年来的研究热点。 
研究表明，p38 丝裂原活化蛋白激酶(mitogen- 

activated protein kinase，MAPK)信号通路在胆汁淤

积性肝损伤的发生、发展中发挥着重要的作用，与

胆汁淤积性肝损伤密切相关[7-8]。MAPK 激酶活化

蛋 白 激 酶 -2(MAPK-activated protein kinase 2 ，

MK2)，属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族，是 p38 
MAPK 的下游激酶[9]，肝脏特异性 p38α 敲除的慢

性胆汁淤积小鼠肝脏中 MK2 磷酸化水平显著降

低[10]。研究显示，抑制 MK2 的活性，可以下调炎

性细胞因子的表达，如 TNF-α，IL-1β 和 IL-6[11-13]。

MMI-0100 是由 22 个氨基酸组成的短肽化合物，是

MK2 的活性抑制剂。有研究表明，MMI- 0100 可以

抑制心肌纤维化，改善博来霉素诱导的肺纤维化[9]，

并且在临床上被用于治疗肺纤维化(临床试验编号：

NCT02515396)[14]。而 MMI-0100 对胆汁淤积性疾

病的治疗效果尚未见报道。为此，本研究采用 3,5-
二乙氧基羰基-1,4-二氢-2,4,6-三甲基吡啶(DDC)诱

导的 PSC 小鼠模型，观察 MMI- 0100 对胆汁淤积

性肝损伤的治疗作用，以期为开发新的胆汁淤积性

肝病治疗药物提供实验依据。 
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  动物  Balb/c 小鼠 15 只，♂，SPF 级，购

自北京维通利华实验动物技术有限公司，动物生

产许可证号：SCXK(浙)2019-0001，小鼠饲养于徐

州医科大学实验动物中心清洁级屏障系统。 
1.1.2  药 物 及 试 剂   MMI-0100( 序 列 ：

YARAAARQARAKALARQLGVAA) 由 吉 尔 生 化

(上海)有限公司合成；CK19 兔单克隆抗体(Abcam，

批号：ab133496)；Ki67 兔单克隆抗体(CST，批号：

12202)；DDC(Sigma，批号：137030)，1% DDC
饲料由北京科奥协力饲料有限公司合成；DAB 显

色试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：

ZLI-9018)；Masson 染液(南京建成生物工程研究所

有限公司，货号：D026-1-3)；RT-PCR 试剂盒、SYBR 

Green(上海翌圣生物科技有限公司，批号分别为

11141ES60，11184ES08)。 
1.1.3  仪器   Roche LightCycler 480 荧光定量

PCR 仪 (Roche) ； BX51 正 置 荧 光 显 微 镜

(OLYMPUS)。 
1.2  分组和造模  

15 只 Balb/c 小鼠随机分为对照组、模型组

(DDC)，治疗组(DDC+MMI-0100)，每组 5 只。除

了对照组，其余 2 组小鼠先给予 0.1% DDC 辐照饲

料喂养 1 周，诱导胆汁淤积性肝损伤，继续用正

常饲料喂养 1 周，共喂养 2 周。 
1.3  药物干预 

治疗组小鼠在 DDC 饲养 1 周后，每天经腹腔

注射 MMI-0100 进行治疗，每只小鼠的药物注射量

为 500 µg·kg–1，连续注射 1 周；对照组和模型组

小鼠，每天经腹腔注射等量的无菌生理盐水，连

续注射 1 周。 
1.4  检测指标和方法 
1.4.1  肝脏病理学检测(HE 和 Masson 染色)  饲

养 2 周后，记录各组小鼠体质量，颈椎脱臼法处

死小鼠，低温下分离小鼠完整肝脏，肉眼观察小鼠

肝脏病变，称肝脏湿重，计算肝脏指数=肝湿重/体
质量×100%；取约 5 mm×5 mm×2 mm 大小肝组织，

置 10%多聚甲醛固定 24 h，酒精梯度脱水，石蜡

包埋，4 μm 厚度连续切片，HE 染色、Masson 染

色后在显微镜下观察肝脏病理学改变并采集图

片，肝脏组织炎症活动度采用 Knodell Score 组织

学活动指数评分[15]，评分标准见表 1，肝脏纤维化

程度采用 Image-Pro Plus 进行半定量分析。图像编

号后，在病理学专业人员指导下，由另外 2 位小

组成员分别独立完成图像分析。 
1.4.2  免疫组织化学染色(CK19 和 Ki67)  肝组织

切片经脱蜡，用 PBS 洗 3 次，每次 5 min；将切片

放入 0.01 mmol·L–1 柠檬酸盐缓冲液中进行抗原热

修复 15 min，PBS 洗 3 次，每次 5 min；滴加 H2O2

室温孵育 10 min，PBS 洗 3 次，每次 5 min；滴加

兔抗 CK19 多克隆抗体(1∶200)，兔抗 Ki67 多克

隆抗体(1∶200)，放入湿盒 4 ℃孵育过夜；PBS 洗

3 次，每次 10 min 后，滴加试剂 1(聚合物辅助物)，
37 ℃孵育 10 min，PBS 洗 3 次，每次 10 min；滴

加试剂 2(辣根酶标记抗兔 I gG 多聚体)，37 ℃孵

育 30 min，PBS 洗 3 次，每次 10 min；加 DAB 显

色，苏木素复染，用自来水返蓝，经梯度酒精脱
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水、透明后封片，镜下观察，并采用 Image-Pro Plus
进行半定量分析。 
 
表 1  小鼠肝脏病理切片 Knodell Score 评分标准 
Tab. 1  Knodell Score scoring standard of mouse liver 
pathological sections 

Knodell Score 评分  得分 

门脉周围±桥接性坏死(碎屑样坏死)  
无 0 
轻微碎屑样坏死 1 
中度碎屑样坏死(小于大多数门静脉管径的 50%) 3 
重度的碎屑样坏死(占大多数门静脉管径的 50%以上) 4 
中度碎屑样坏死+桥接性坏死 5 
重度的碎屑样坏死+桥接性坏死 6 
多小叶坏死  10 

小叶内肝细胞变性和灶性坏死  
无 0 
轻度(<1/3 小叶或结节内有嗜酸性小体、气球样变性和

/或散在灶状坏死) 
1 

中度(1/3~2/3 的小叶或结节受累) 3 
重度(>2/3 小叶或结节受累) 4 

汇管区炎症  
无 0 
轻度(<1/3 汇管区有少量炎症细胞) 1 
中度(1/3~2/3 汇管区炎症细胞增多) 3 
重度(>2/3 汇管区内有大量炎症细胞集堆积) 4 

纤维化  
无 0 
门静脉区纤维化扩张 1 
桥样纤维化 3 
肝硬化 4 

 
1.4.3  实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测肝组织中

mRNA 表达水平  用 TRIzol 法提取各组肝组织总 
RNA，逆转录成 cDNA 后进行 PCR 扩增反应。引

物序列，GAPDH：ACTCCACTCACGGCAAATTC 
(上游)，TCTCCATGGTGGTGAAGACA(下游)；α- 

SMA：CACAGCCCTGGTGTGCGACAAT(上游)， 
TTGCTCTGGGCTTCATCCCCCA(下游)。扩增体

系 (20 μL) 为 ： 2×SYBR qPCR 预 混 液 10 μL ，

10 μmol·L−1 上、下游引物各 1 μL，cDNA 1 μL，

DEPC 水 7 μL；扩增程序：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，

60 ℃ 10 s，72 ℃ 10 s，共 35 个循环。根据所获循

环阈值(Ct)，计算相应基因的相对表达水平。以

GAPDH 作为内参，目的基因 mRNA 相对表达量

采用 2–ΔΔCt 计算。 
1.5  统计学方法 

采用 SPSS 16.0 软件进行统计学分析。符合正

态分布的计量资料以 sx ± 表示，多组间比较采用

单因素方差分析，P<0.05 为差异具有统计学意义。 
2  结果 
2.1  肝脏大体病理标本观察 

小鼠喂养含 DDC 的饲料后，毛发散乱无光泽、

反应迟缓，对照组小鼠一切正常。对照组小鼠肝

脏呈粉、绛红色，表面光滑；DDC 诱导后小鼠肝

脏肿大，色泽黄变，颜色加深；MMI-0100 治疗后，

肝脏形态与模型组肉眼观没有明显差别。与对照

组相比，模型组和治疗组小鼠的肝脏指数明显升

高(P<0.01)；治疗组与模型组小鼠肝脏指数相比差

异无统计学意义，见图 1。 
2.2  肝脏组织病理学变化 

HE 染色结果显示，对照组肝脏小叶结构完

整，无胆管增生和纤维组织，肝脏细胞形态正常

无变性坏死，胆管周围无炎症细胞浸润；模型组

小鼠肝细胞点状、灶状坏死，胆管增生严重，周

围纤维组织增生严重，胆管周围有大量炎症细胞

浸润；治疗组小鼠肝脏小叶结构完整，肝细胞无

坏死变性，有少量胆管增生和纤维组织，胆管 
 

 
 

图 1  各组小鼠肝脏肉眼观察(A)和肝脏指数(B)  
与对照组比，1)P<0.01。 
Fig. 1  Comparison of liver morphology(A) and liver index(B) in different groups of mice 
Compared with control group, 1)P<0.01. 
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周围有少量炎症细胞浸润，结果见图 2A。通过

Knodell Score 组织学活动指数评分对肝脏的炎症

程度进行评价，结果显示治疗组的炎症等级显著

小于模型组(P<0.01)，结果见图 2B。 
2.3  肝脏 Masson 染色结果和 α-SMA 的基因表达 

Masson 染色结果显示，模型组小鼠肝脏组织

有大量的胶原纤维沉积，肝脏有明显的坏死灶；

治疗组小鼠肝脏组织胶原纤维沉积明显减少，结

果见图 3A。经 Image-Pro Plus 软件计算，治疗组

的纤维化面积百分比明显低于模型组(P<0.01)，结

果见图 3B。检测肝脏中纤维化基因的表达情况，

与模型组相比，治疗组 α-SMA 表达降低(P<0.01)，
结果见图 3C。 
2.4  CK19 免疫组化染色结果 

镜下观察，CK19 阳性染色的胆管上皮细胞胞

质被染为棕褐色，通过半定量分析，治疗组肝脏

的 CK19 表达低于模型组(P<0.05)，结果见图 4。 
2.5  Ki67 免疫组化染色结果 

Ki67 免疫组化染色结果显示，模型组小鼠肝

脏见及大量 Ki67 阳性的胆管上皮细胞，治疗组小

鼠肝脏 Ki67 阳性的胆管上皮细胞数目显著减少，

经软件分析，差异具有统计学意义(P<0.05)，结果

见图 5。 
3  讨论 

胆汁淤积是由于胆汁形成和(或)流动障碍，导

致胆汁流动紊乱，长期持续的胆汁淤积将进展为

肝纤维化甚至肝硬化。PSC是一种慢性胆汁淤积性

肝病，病因复杂，预后差，表现为肝内外胆管进

行性炎症，胆管呈节段性狭窄及扩张，导致不规

则的胆管闭塞，形成多病灶胆管狭窄，最终可发

展为肝硬化和肝衰竭。DDC 药物诱导的胆汁淤积

性动物模型，是研究 PSC 致病机制和药物治疗的

常用动物模型[16]。因此，本研究采用 DDC 饲料喂

养建立小鼠胆汁淤积性肝损伤模型。 
p38 MAPK 是一种重要的信号传导系统，对氧

化应激、炎症等刺激敏感，参与炎症，细胞生长、

分化，细胞周期以及细胞凋亡等的进程[17]。在肝

脏疾病中，p38 MAPK 信号通路发挥着重要的作

用。研究发现，p38 MAPK 信号通路的异常表达与

胆汁淤积、肝炎、肝纤维化、肝癌等肝脏常见疾 
 

 
 

图 2  各组小鼠肝脏组织病理学结果 
A−肝脏组织 HE 染色结果；B−肝脏组织 Knodell Score 评分；与模型组相比，1)P<0.01。 
Fig. 2  Histomorphological results of liver tissue in each group of mice 
A−HE staining result of liver tissue; B−Knodell Score of liver tissue; compared with model group, 1)P<0.01. 
 

 
 

图 3  各组小鼠肝脏组织 Masson 染色结果和肝脏 α-SMA mRNA 表达情况 
A−肝脏组织 Masson 染色；B−肝脏组织纤维化面积；C−肝脏组织 α-SMA mRNA 相对表达量；与模型组相比，1)P<0.01；与对照组相比，2)P<0.01。 
Fig. 3  Masson staining result of liver fibrosis and the mRNA expressions of α-SMA in liver in each group of mice 
A−Masson staining of the liver tissue; B−fibrosis area of liver tissue; C−the relative expression of α-SMA mRNA in liver tissue; compared with model 
group, 1)P<0.01; compared with control group, 2)P<0.01. 
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图 4  各组小鼠肝脏组织 CK19 蛋白表达情况 
A−肝脏组织 CK19 免疫组化染色；B−肝脏组织 CK19 累积光密度；与模型组相比，1)P<0.05；与对照组比，2)P<0.01。 
Fig. 4  Expression of CK19 proteins in liver tissues in each group of mice 
A−Immunohistochemical staining of CK19; B−integrated optical density of CK19; compared with model group, 1)P<0.05; compared with control group, 
2)P<0.01. 
 

 
 

图 5  各组小鼠肝脏组织 Ki67 蛋白表达情况 
A−肝脏组织 Ki67 免疫组化染色；B−每个视野中 Ki67+胆管上皮细胞个数；与模型组相比，1)P<0.05。 
Fig. 5  Expression of Ki67 proteins in liver tissues in each group of mice 
A−Immunohistochemical staining of Ki67 in liver tissue; B−the number of Ki67 positive bile duct epithelial cells per field; compared with model group, 
1)P<0.05. 
 

病关系密切，是肝炎、肝纤维化及肝癌治疗药物

的常见作用靶点。MK2 是 p38 MAPK 的下游激酶，

活化后调控目的基因的转录表达，进而调控炎症

因子和应激反应。小鼠中 MK2 缺陷可降低炎症反

应，减少 LPS 诱导的 TNF 的产生，同时增加对败

血症的抵抗能力[18-19]。抑制 MK2 的活性可以减少

炎症[20]和成肌纤维细胞的分化，并且能显著降低

α-SMA 蛋白的表达[21]。MMI-0100 是一种 MK2 的

抑制剂，在细胞中可以抑制 MK2 的活性，减少炎

症因子的表达，抑制成肌纤维细胞的活化。研究

表明，MMI-0100 可以抑制心肌和肺组织纤维化[9]，

且其已用于肺纤维化的临床治疗[14]。 
鉴于临床患者多是由于胆汁淤积造成身心不

适后再就医治疗，因此笔者首先通过 DDC 饮食 1
周诱导建立小鼠胆汁淤积性肝损伤，再经过 1 周
的 MMI-0100 药物治疗，最大化地模拟临床实际。

研究结果发现，MMI-0100 药物治疗后小鼠肝脏的

纤维化病变减轻，炎症细胞的浸润减少，同时胆

管增生程度也有所缓解，肝脏 α-SMA 的 mRNA 表

达水平降低。CK19 主要存在于肝祖细胞和胆管上

皮细胞中，是广泛使用的胆管细胞、肝祖细胞标

记物和胆管反应标志物[22]；Ki67 表达于活跃分裂

的细胞核中，是细胞增殖的标志物[23]，实验结果

显示，MMI-0100 治疗可以显著下调 DDC 饮食引

起的 CK19 和 Ki67 的高表达，表明 MMI-0100 可

以抑制胆管上皮细胞的增殖。以上结果均表明

MMI-0100 对胆汁淤积性肝损伤有良好的治疗效

果。MMI-0100 药物治疗后小鼠肝脏指数无明显降

低，未能有效缓解 DDC 饮食诱导引起的肝肿大，

这可能由于小鼠经 DDC 饮食诱导 1 周引起肝损伤

后，再经 MMI-0100 药物治疗 1 周，药物治疗虽可

有效缓解肝胆管增生、炎症细胞浸润和肝纤维化，

但是其治疗效应还不足以逆转 DDC 饮食造成的肝

肿大。另外，本研究仅分析了 MMI-0100 给药剂量

为 500 μg·kg−1 的治疗效果，后续尚需对 MMI-0100
的给药剂量和给药时间进行系统的药动学分析，

寻求最佳的药物治疗方案，为基于抑制 MK2 活性

的胆汁淤积性肝损伤的治疗药物研发提供扎实的
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实验基础。今后的研究将进一步评价对比 MMI- 
0100 与现有药物奥贝胆酸和熊去氧胆酸在治疗胆

汁淤积性肝病中的药效区别。 
综上所述，本研究证实 MMI-0100 可有效缓解

DDC 诱导的胆汁淤积性肝损伤，为研发新型胆汁

淤积性肝病的治疗药物提供了一定的实验依据。 
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