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亚甲蓝对脓毒症小鼠肠道屏障损伤的保护作用及机制研究
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摘要: 肠道屏障作为机体与外界环境接触的主要界面, 在脓毒症中扮演着至关重要的角色。亚甲蓝因其抗炎、

抗氧化和改善微循环等多重药理作用, 被广泛运用于脓毒症的治疗中, 但其是否能改善脓毒症下肠道的屏障功能及

其机制尚未知。本研究通过腹腔注射脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 构建脓毒症小鼠模型, 经HE染色、ELISA和

RT-PCR等方法观察了亚甲蓝 (5～20 mg·kg-1) 对脓毒症小鼠炎症改善情况, 经Evans染色、免疫荧光、RT-PCR分析

了小鼠空肠和结肠组织屏障功能的变化。此外, 进一步在巨噬细胞RAW264.7和肠上皮细胞Caco-2中分别评价了

亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 对LPS刺激下NF-κB和RhoA/ROCK信号通路的影响。本实验获得西南大学动物伦理委员会

批准 (批准号: IACUC-20241125-04)。研究结果显示, 亚甲蓝 (5～20 mg·kg-1) 可显著抑制脓毒症小鼠血浆和肠道组

织中的炎症因子水平, 上调空肠和结肠组织的紧密连接蛋白表达。体外实验证实, 亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 可抑制LPS

导致的RAW264.7细胞炎症因子分泌增加, 其机制与抑制NF-κB通路有关。亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 还可逆转LPS导致

的Caco-2细胞跨膜电阻降低、细胞迁移率下降, 其机制与抑制RhoA/ROCK信号通路有关。综上, 本研究证实亚甲

蓝可通过抑制NF-κB通路改善肠道炎症, 还可经RhoA/ROCK信号通路改善肠道屏障功能, 最终减缓脓毒症的发生

发展。
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Abstract: The intestinal barrier, as the primary interface between the body and the external environment, 

plays a crucial role in sepsis. Methylene blue, with its anti-inflammatory, antioxidant, and microcirculatory-

improving properties, has been widely used in the treatment of sepsis. However, whether it can improve intestinal 

barrier function in sepsis and its underlying mechanisms remain unclear. In the present study, a sepsis mouse model 

was established via intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS). The effects of methylene blue (5−20 mg·kg-1) 

on inflammation in septic mice were observed using HE staining, ELISA, and RT-PCR. Changes in intestinal 
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barrier function in the jejunum and colon tissues were analyzed via Evans blue staining, immunofluorescence, and 

RT-PCR. Additionally, the effects of methylene blue (40 μg·mL-1) on NF-κB and RhoA/ROCK signaling pathways 

in LPS-stimulated macrophages (RAW264.7) and intestinal epithelial cells (Caco-2) were evaluated. The animal 

study was approved by the Animal Ethics Committee of Southwest University (Approval No.: IACUC-20241125-

04). Results showed that methylene blue (5−20 mg·kg-1) significantly reduced the levels of inflammatory cytokines 

in plasma and intestinal tissues of septic mice and upregulated the expression of tight junction proteins in the 

jejunum and colon. In vitro experiments confirmed that methylene blue (40 μg·mL-1) inhibited the increased 

secretion of inflammatory cytokines in LPS-stimulated RAW264.7 cells, a mechanism associated with NF- κB 

pathway inhibition. Methylene blue (40 μg·mL-1) also reversed the LPS-induced decrease in transmembrane 

electrical resistance and cell migration in Caco-2 cells, a mechanism related to RhoA/ROCK pathway inhibition. In 

summary, the present study demonstrated that methylene blue can improve intestinal inflammation by inhibiting 

the NF-κB pathway and enhance intestinal barrier function via the RhoA/ROCK pathway, ultimately alleviating the 

progression of sepsis.

Key words: methylene blue; sepsis; gut barrier function; NF-κB; RhoA/ROCK

肠道屏障功能在脓毒症发生发展过程中起着重要

作用[1,2]。作为机体与外界环境接触的主要界面, 肠道

不仅负责营养吸收, 还承担着抵御病原体和有害物质

入侵的任务。在脓毒症状态下, 肠道屏障的完整性受

到破坏, 导致肠道通透性增加, 细菌和内毒素等有害物

质易位至肠系膜淋巴结, 甚至进入血液循环系统, 引发

全身性炎症反应和免疫功能紊乱。肠道屏障功能的损

害, 不仅加剧了脓毒症的病理进程, 还增加了多器官功

能障碍综合征的风险[3-5]。因此, 维护和改善肠道屏障

功能, 对于控制脓毒症的进展、预防并发症和改善预后

具有重要意义。

亚甲蓝作为一种经典的药物, 被广泛用于治疗氰

化物中毒、亚硝酸盐中毒以及某些类型的心律失

常[6-8]。近年来, 研究发现亚甲蓝还具有抗炎、抗氧化

和改善微循环等多重药理作用, 因此其也被运用于脓

毒症的治疗当中[9-15]。亚甲蓝在脓毒症休克治疗中显

示出显著效果 , 其主要机制是通过抑制一氧化氮 

(nitric oxide, NO) 介导的扩血管作用 , 改善血流动力

学, 增加体循环阻力, 提高血压[16]。但亚甲蓝本身具有

抗炎抗氧化功效是否有助于肠道屏障功能的改善, 还

未知。

综上 , 本研究利用脂多糖 (lipopolysaccharide, 

LPS) 构建小鼠脓毒症模型 , 并通过组织病理染色、

Evans染色、ELISA和RT-PCR等实验方法评估亚甲蓝

对脓毒症小鼠肠道炎症和屏障功能影响。此外, 利用

RAW264.7 巨噬细胞和 Caco-2 上皮细胞进行体外实

验, 观察亚甲蓝对炎症和屏障功能障碍相关信号通路

的影响。本研究评价了亚甲蓝对脓毒症小鼠肠道屏障

功能的影响及其机制, 研究结果可为其治疗潜力提供

新思路, 并扩展其在脓毒症中的应用。

材料与方法

实验试剂 LPS (碧云天生物技术有限公司 , 

ST1470-10 mg); 亚甲蓝注射液 (济川药业集团有限公

司, 国药准字 H32024827, 批号 2306042); 氢化可的松 

(陕西顿斯制药有限公司 , 批号 24050405); 小鼠 IL-6 

ELISA试剂盒 (FY2163-A)、小鼠TNF-α ELISA试剂盒 

(FY2132-A), 江苏菲亚生物科技有限公司 ; anti-ZO1 

tight junction protein rabbit pAb (GB115686-100)、无酶

水 (G4700), 赛维尔生物科技公司 ; AG RNAex Pro 

RNA 提取试剂 (AG21102)、Evo M-MLV反转率预混型

试剂盒 (AG11616)、SYBR Green Pro Taq HS 预混型

qPCR试剂盒 (AG11701), 艾科瑞生物科技有限公司; 无

水乙醇 (麦克林化学试剂有限公司, E809056-500 mL); 

异丙醇 (20220601)、三氯甲烷 (20220101), 重庆川东化

工 (集团) 有限公司。

实验动物 60 只 6 周龄 C57/BL6J 小鼠 , 雄性 , 

SPF 级; 体重 20 ± 2 g, 购于湖南斯莱克景达实验动物

有限公司, 动物生产许可证号: SCXK (湘) 2019-0004。

实验动物质量合格证号NO.430727220102737665。伦

理审查号: IACUC-20241125-04。小鼠饲养于西南大

学实验动物中心 [动物实验设施许可证编号 SYXK 

(渝) 2020-0006]。实验动物饲养过程中保持环境温度

22 ± 2 ℃、湿度 55% ± 15%, 饮水摄食自由 , 并维持

12 h/12 h日夜循环模式。实验动物的饲养和使用均符

合中国《实验动物管理条例》。

动物实验 将 60只C57/BL6J小鼠随机分为 6组: 

空白组、LPS组、氢化可的松 (阳性对照组)、亚甲蓝低、

中、高剂量组。对于LPS组和亚甲蓝组小鼠, 第一天腹

腔注射 10 mg·kg-1 LPS, 第二天腹腔注射 5 mg·kg-1 

LPS。第三天开始, 给予亚甲蓝组小鼠腹腔注射亚甲
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蓝 5、10、20 mg·kg-1, 连续注射 3天后, 各组取 3只小鼠

进行伊文思蓝灌注染色, 其余小鼠处死取血、空肠、结

肠组织用于后续分析。阳性对照组小鼠腹腔注射氢化

可的松 40 μg·kg-1, 连续注射 3 天 , 实验结束后处死取

血、空肠、结肠组织用于后续分析。

RAW264.7细胞炎症因子测定 调整每毫升细胞

数为 1×106个。6孔板种板, 于 37 ℃、5% CO2细胞培养

箱中培养, 1天后开始实验。给予LPS (1 μg·mL-1), 2 h后

加入亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 或氢化可的松 (10 μmol·L-1), 

再共同孵育 24 h后, 收集细胞, 提取 RNA, 做 RT-PCR

分析。

Caco-2 细胞跨膜电阻测定 调整每毫升细胞数

为 1×106个, 6 孔 Transwell板种板, 连续培养 14 天, 当

其跨膜电阻值大于 400 Ω·cm2时, 给予 1 μg·mL-1 LPS, 

2 h 后加入 40 μg·mL-1亚甲蓝, 再共同孵育 24 h 后, 弃

去培养基, 用 PBS润洗 2次, 上室加入 2 mL HBSS, 下

室加入 3 mL HBSS, 室温下平衡 30 min, 使用Millicell® 

ERS-2细胞电阻仪, 记录电阻值。

Caco-2 划痕实验 调整 Caco-2 细胞密度并种于

24孔板 (2×105个/孔), 细胞培养箱中过夜培养, 待细胞

贴壁生长至密度约为 80%后, 用 1 mL枪头在孔板内垂

直划一道痕, 用PBS冲洗 3次。给予 1 μg·mL-1 LPS, 2 h

后加入 40 μg·mL-1亚甲蓝, 再共同孵育 24 h后, 于显微

镜下拍照记录 0、24 h划痕。Image J软件计算出划痕

区域的面积, 并计算细胞迁移率, 见公式 (1)。

细胞迁移率= (0 h划痕面积−24 h划痕面积) / 0 h

划痕面积×100% (1)

Caco-2 细胞爬片及免疫荧光染色 调整每毫升

细胞数为 1×105个, 取 200 μL细胞悬液接种于细胞爬

片上, 待细胞愈合度达 80%时, 给予 1 μg·mL-1 LPS, 2 h

后加入 40 μg·mL-1亚甲蓝, 再共同孵育 24 h后, 4% 多

聚甲醛固定爬片, 免疫荧光染色 (一抗ZO-1的稀释比

例为1∶200)。

伊文思蓝染色 各组小鼠经尾静脉注射 0.2%伊

文思蓝溶液, 2 h后脱颈处死, 然后灌注生理盐水。迅

速取出空肠和结肠组织 (各组取同等重量的组织), 分

别加入 0.1 g·mL-1 甲酰胺匀浆 , 在 45 ℃孵育 45 h 后

5 000 r·min-1离心 10 min。取上清于 620 nm处测量吸

光度值。伊文思蓝含量按标准曲线计算。

HE 染色 取空肠和结肠组织固定于 4% 中性甲

醛中, 脱水、包埋、切制 4 μm厚的石蜡切片后, 进行常

规 HE染色, 于光学显微镜下观察空肠和结肠组织形

态。并根据炎症程度进行评分[17,18]: 0分: 无炎症细胞

浸润; 1分: 黏膜层少量炎症细胞浸润; 2分: 黏膜层和

黏膜下层炎症细胞浸润; 3分: 全层炎症细胞浸润。

ELISA 分析 小鼠摘眼球取血 , 血液静置后

3 000 r·min-1离心 30 min, 上清液样本参照试剂盒完成

分析。

RT-PCR 分析 将小鼠颈椎脱臼处死后, 立即取

出空肠和结肠组织, 生理盐水洗去内容物并润洗干净

后, 吸水纸除去组织表面水分。取 20 mg组织, Trizol

法提取 RNA。后续根据试剂盒说明书进行反转录和

扩增实验。引物序列信息: IL-1β (F: 5'-GAAATGATG‐

GCTTATTACAGTGGC-3', R: 3'-GTGGTGGTCGGAG-

ATTCGTA-5'), IL-6 (F: 5'-ACTGGTCTTTTGGAGTT-

TGAGGT-3', R: 3'-ATTTGTGGTTGGGTCAGGGG-5'), 

TNF- α (F: 5'-GCAACAAGACCACCACTTCG-3', R: 

3'-CCAGAACCAAAGGCTCCCTG-5'), NF-κB-p50 (F: 

5'-ATGGTGGTCGGCTTCGCAA-3', R: 3'-AATAGGC-

AAGGTCAGGGTGC-5'), NF- κB-RelA (F: 5'-TTCCA-

AGAAGAGCAGCGTGG-3', R: 3'-GGATGAGAAAGG-

ACAGGCGG-5'), ZO-1 (F: 5'-GCTATTCCTGTGAGT-

CCTTCAG-3', R: 3'-CACGCCCCCATTGCTGTTA-5'), 

ZO-2 (F: 5'-CGAACGGGTCTGGCAACTAA-3', R: 

3'-CTGCTGGCTGTCTCTCAACA-5'), claudin-5 (F: 

5'-TCAGTCGGGGATGTGGGAGT-3', R: 3'-AAGT‐

TAGGGAAACAACGGCTCT-5'), occludin (F: 5'-CTA‐

CAAATGGACCTCTCCTCC-3', R: 3'-CACACAGGC-

AAAGATGGCAA-5'), β -actin (F: 5'-GATTACTGCTC-

TGGCTCCTA-3', R: 3'-ATCGTACTCCTGCTTGCTGA-5')。

Western blot 分析 提取组织蛋白后 , 对蛋白进

行定量后再上样分析。其中一抗的稀释比例如下 : 

Rho A、p-Rho A、ROCK1、p-ROCK1、MLC-2和p-MLC-2

均为1∶1 000; ZO-1为1∶1 000; tubulin为1∶1 000。

统计学分析 实验数据以 x ± s 表示 , 采用 SPSS 

27.0 软件进行数据分析 , 组间比较进行 t 检验。P < 

0.05为差异有统计学意义。

结果

1　亚甲蓝对LPS致小鼠炎症的改善作用

炎症因子暴发是脓毒症发生发展的主要因素, 本

研究首先评价了亚甲蓝对高剂量LPS导致小鼠炎症的

影响。研究结果如图 1所示, LPS可导致小鼠血浆中

TNF-α、IL-6水平显著升高, 而亚甲蓝 (5～20 mg·kg-1) 

可显著抑制其升高 (P < 0.05)。进一步对空肠和结肠

组织进行 HE 染色, 组织病理学观察表明 LPS 组中空

肠和结肠组织出现大量炎症细胞浸润, 而亚甲蓝可显

著改善炎症细胞在肠道组织中的浸润 (图 2A、C)。进

一步组织病理学评分也显示, LPS导致的空肠和结肠

炎症评分分别为 3分和 2分, 提示有大量炎症细胞浸
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润。而亚甲蓝治疗组炎症评分显著降低, 空肠组得分

为 1分, 而结肠组为 0分, 提示亚甲蓝可显著抑制炎症

细胞浸润。对空肠和结肠组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6

和 NF-κB-p50 的 mRNA 转录水平进行 PCR 分析后也

发现, 亚甲蓝可显著抑制LPS导致的肠道组织炎症因

子在转录水平上的升高 (P < 0.05, 图2B、D)。

2　亚甲蓝对LPS致小鼠肠道屏障破坏的保护作用

在明确亚甲蓝可抑制脓毒症下小鼠肠道组织中炎

症因子水平升高后, 本研究继续观察亚甲蓝对LPS导

致肠道屏障损伤的影响。Evans染色结果显示LPS组

空肠和结肠组织蓝染加深, 而亚甲蓝 (5～20 mg·kg-1) 

可抑制 Evans蓝染, 提示亚甲蓝能改善 LPS导致的肠

道屏障功能破坏 (图 3A、4A)。对小鼠肠道组织上的紧

密连接蛋白闭锁小带蛋白 1 (zonula occludens-1, ZO-1) 

进行免疫荧光染色, 也发现亚甲蓝组小鼠肠上皮细胞

间的荧光显著增强 (图 3B、4B, P < 0.05), 提示亚甲蓝

可能通过上调肠上皮细胞间的紧密连接蛋白表达, 改

善小鼠肠道屏障功能。

Figure 2　 Effects of MB treatment on LPS-induced intestinal inflammation. A: HE staining of jejunum; B: The mRNA level of 

inflammatory cytokine in jejunum; C: HE staining of colon; D: The mRNA level of inflammatory cytokine in colon. n = 6, x ± s. **P < 0.01 

vs Con; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs LPS. Red dashed box indicates inflammatory cell infiltration

Figure 1　The inflammatory cytokine in plasma. n = 6, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Con; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs LPS. Con: Control; LPS: 

Lipopolysaccharide; Hyd: Hydrocortisone; MB: Methylene blue
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3　亚甲蓝对LPS致Caco-2细胞屏障损伤的改善作用

Caco-2细胞是一种人结直肠腺癌细胞系, 广泛应

用于体外肠道屏障功能的研究。细胞存活率结果显

示, 亚甲蓝在 10～80 μg·mL-1内对 Caco-2细胞的存活

率无影响 (图 5), 故后续选择 40 μg·mL-1开展实验。结

果表明亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 可抑制LPS导致的Caco-2

细胞跨膜电阻降低 (图 6A)、细胞迁移率下降 (图 6B), 

以及紧密连接蛋白表达下调 (图 6C、D) 和骨架蛋白

F-actin重塑 (图6E)。

4　亚甲蓝抑制 LPS 致 RAW264.7 细胞中 NF-κB 和

Caco-2细胞中RhoA-ROCK信号通路激活

RAW264.7细胞是小鼠单核巨噬细胞白血病细胞

系, 广泛用于研究细胞吞噬、细胞免疫和分子免疫学。

细胞存活率结果显示, 亚甲蓝在 10～160 μg·mL-1内对

RAW264.7 细胞的存活率无影响 (图 5), 故后续选择

40 μg·mL-1开展实验。本研究利用RAW264.7细胞, 观

察了亚甲蓝对LPS激活RAW264.7细胞中NF-κB信号

通路的影响, 结果显示亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 可抑制LPS

导致的TNF-α、IL-1β、IL-6和NF-κB-p50的转录水平的

升高 (图7A), 而这可能与抑制NF-κB入核有关 (图7B)。

RhoA-ROCK为调控肠道屏障功能的关键信号通

路。RhoA在受到多种刺激 (如LPS) 时会被激活, 激活

的RhoA与ROCK结合后, 使肌球蛋白轻链激酶 (myosin 

light chain kinase, MLCK) 活化, 上调磷酸化肌球蛋白

轻链 (phosphorylated myosin light chain, p-MLC) 水平, 

从而增加肠上皮通透性, 减弱屏障作用。研究结果显

示 , 亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 可抑制 LPS 导致的 RhoA、

ROCK、MLC磷酸化水平升高 (图 7C), 提示亚甲蓝对

LPS导致的肠道屏障损伤与抑制RhoA-ROCK信号通

路有关。

讨论

本研究评价了亚甲蓝对LPS导致的小鼠脓毒症模

型中肠道炎症和屏障功能的影响。研究结果证实亚甲

蓝在5～20 mg·kg-1内对小鼠炎症标志物和肠道屏障完

整性具有显著改善作用 , 其机制与 NF-κB 和 RhoA/

ROCK信号通路有关。

NF-κB在调控免疫反应、炎症反应、细胞生长与死

Figure 3　Effects of MB treatment on LPS-induced intestinal barrier destruction. A: Evans staining of jejunum; B: Jejunum was stained 

with antibodies against ZO-1 (green) and DAPI (blue). n = 4, x ± s. **P < 0.01 vs Con; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs LPS
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亡等多种生理过程中起着关键作用[19,20], 其家族包含

RelA (p65)、RelB、c-Rel、p50/p105 (NF- κB 1) 和 p52/

p100 (NF-κB2) 等亚单位, 它们可以形成二聚体并参与

下游炎症基因的表达调控。在非活性状态下, NF-κB

位于细胞质中, 与抑制蛋白 IκB绑定, 不参与下游基因

调控。当细胞受到刺激时 (如LPS), IκB被磷酸化并随

后降解, 释放NF-κB, 使其转移到细胞核中, 激活下游

炎症基因的转录表达[21]。在脓毒症的发生发展过程

中, 炎症因子暴发是主要的驱动因素, 也是脓毒症治疗

中的首要控制环节[22,23]。Wang等[24,25]的研究也证实亚

甲蓝可以改善脓毒症大鼠的存活率和心肺功能, 同时

亚甲蓝也被发现可抑制巨噬细胞炎症反应[26]。与之前

研究结果相似, 本研究证实亚甲蓝 (40 μg·mL-1) 可抑

制 LPS 导 致 的 NF- κB 入 核 ( 图 7B), 继 而 抑 制

RAW264.7细胞中 TNF-α、IL-1β、IL-6和 NF-κB-p50的

转录水平的升高, 该结果与动物实验中观察到的抗炎

Figure 4　 Effects of MB treatment on LPS-induced colon barrier destruction. A: Evans staining of colon; B: Colon was stained with 

antibodies against ZO-1 (green) and DAPI (blue). n = 4, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Con; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs LPS

Figure 5　Influence of MB on the cell viability of Caco-2 and RAW264.7 cells. n = 6, x ± s. **P < 0.01 vs Con
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Figure 7　Influence of MB treatment on RhoA/ROCK1/MLC-2 pathway in Caco-2 cell. A: mRNA expression of TNF-α, IL-6, IL-1β, and 

NF- κB-p50; B: Caco-2 cell was stained with antibodies against NF- κB-p65 (red); C: Western blot bands for RhoA, p-RhoA, ROCK1, 

p-ROCK1, MLC-2, p-MLC-2. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Con; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs LPS

Figure 6　MB ameliorate LPS-induced Caco-2 cell barrier destruction. Effects of MB treatment on Caco-2 cell transmembrane resistance 

(A), migration (B), and tight junction protein expression (C and D); E: Caco-2 cell was stained with antibodies against F-actin (green) and 

DAPI (blue). n = 3, x ± s. **P < 0.01 vs Con; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs LPS
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作用相一致, 也提示亚甲蓝对LPS导致的炎症与抑制

NF- κB 信号通路激活有关。此外 , 一氧化氮合酶 

(inducible nitric oxide synthase, iNOS) 和可溶性鸟苷酸

环化酶 (soluble guanylate cyclase, sGC) 为亚甲蓝的主

要作用靶点, 其可通过抑制 iNOS和 sGC, 减少一氧化

氮和环磷酸鸟苷的生成, 从而抑制血管平滑肌松弛, 发

挥升压作用。研究证实 , NF-κB 亦可调控 iNOS 的表

达, iNOS也可作为NF-κB激活的表型因子之一[27]。本

研究证实亚甲蓝可抑制炎症导致的NF-κB激活, 提示

其可进一步抑制 iNOS的表达, 在脓毒症休克中发挥抗

炎、下调 iNOS 表达与抑制 iNOS 活性等多重保护

作用。

肠道上皮细胞中的紧密连接蛋白在维持肠道黏膜

屏障中起着至关重要的作用。这些蛋白主要包括闭锁

小带蛋白ZO-1、闭合蛋白occludin、闭合蛋白 claudin-5、

闭合小环蛋白等[28]。紧密连接蛋白位于肠道上皮细胞

的侧膜表面, 它们相互作用形成复杂的结构, 以维持肠

道屏障的完整性。紧密连接蛋白的异常表达或功能失

调与多种疾病相关, 包括炎症性肠病、肾脏疾病、自身

免疫疾病等。因此, 紧密连接蛋白的结构和功能对于

维持肠道屏障的完整性至关重要[29,30]。本研究证实亚

甲蓝 (40 μg·mL-1) 可抑制LPS导致Caco-2细胞跨膜电

阻降低 (图 6A)、细胞迁移率下降 (图 6B), 以及紧密连

接蛋白ZO-1表达下调 (图 6C)。该结果与动物实验中

观察亚甲蓝上调小鼠肠道上皮细胞中紧密连接蛋白

ZO-1表达相一致, 也提示亚甲蓝对LPS导致的肠道屏

障损伤与上调上皮细胞间紧密连接蛋白表达有关。

RhoA-ROCK为调控肠道屏障功能的关键信号通

路[31,32]。RhoA在受到多种刺激 (如 LPS) 时会被激活, 

激活的RhoA与ROCK结合后, 增加钙调蛋白形成, 上

调细胞内Ca2+浓度, 使肌球蛋白轻链激酶MLCK活化, 

上调磷酸化肌球蛋白轻链 p-MLC水平, 从而增加肠上

皮通透性, 减弱屏障作用[33]。研究结果显示, 亚甲蓝可

抑制 (40 μg·mL-1) LPS 导致 Caco-2 细胞中的 RhoA、

ROCK、MLC 磷酸化水平升高 , 拮抗骨架蛋白 F-actin

重塑, 提示亚甲蓝对LPS导致的肠道屏障损伤也与抑

制 RhoA-ROCK 信号通路激活有关。此外, 虽然本研

究证实了亚甲蓝对脓毒症小鼠肠道屏障功能的保护作

用及其机制, 但亚甲蓝在脓毒症中对肠道屏障功能的

最佳治疗窗口仍需进一步研究来确认。

NF-κB与RhoA-ROCK信号通路之间存在复杂的

相互调节机制[34,35]。RhoA-ROCK信号通路激活后, 可

促进NF-κB从细胞质向细胞核转位, 诱导炎症因子的

产生, 形成炎症级联反应。反之, NF-κB的激活也可能

通过调控炎症因子间接影响 RhoA-ROCK 信号通路。

这种相互作用在神经炎症、血−脑屏障等多种病理过

程中发挥重要作用。本研究证实, 亚甲蓝可抑制LPS

导致的 NF-κB 与 RhoA-ROCK 信号通路激活, 而其究

竟是通过通路间的相互作用发挥抑制效果 , 还是对

NF-κB 与 RhoA-ROCK 均具有抑制效果 , 还需要进一

步的机制研究进行证实。
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