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枯草芽孢杆菌肽聚糖对β-伴大豆球蛋白诱导的

鲤幼鱼肠上皮细胞损伤的保护作用

张甜甜，  殷海成*，  黄    巍
(河南工业大学生物工程学院，河南 郑州    450001)

摘要：为观察不同浓度枯草芽孢杆菌肽聚糖对β-伴大豆球蛋白(β-conglycinin)诱导的鲤幼
鱼肠上皮细胞炎性损伤的保护作用，将原代培养72 h (26 °C、6%的CO2)的24孔鲤幼鱼
IECs培养板随机设为6组，每组4个重复。其中1组为阴性对照，其余5组用浓度为1.0 mg/mL
的枯草芽孢杆菌肽聚糖诱导24 h后，分别更换浓度为 0(阳性对照)、0.15、0.30、0.45 和
0.60 mg/mL枯草芽孢杆菌肽聚糖培养液，相同条件培养12、24和36 h，分别检测细胞的
抗超氧阴离子 (ASA)和抗羟自由基 (AHR)能力、蛋白羰基 (PC)含量、抗氧化酶 (SOD、
CAT和GPx)活性和细胞因子IL-1β、IL-8、IL-10、TNF-α1、TGF-β基因表达。结果显示，
β-conglycinin上调细胞炎性因子表达，降低细胞抗氧化性能。添加枯草芽孢杆菌肽聚糖
后，随PG浓度增加和处理时间延长，细胞抗氧化性能增加，呈显著的量效关系，且36 h
呈二次曲线相关。IL-1β、IL-8、TNF-α1 mRNA表达呈二次曲线递减，IL-10、TGF-β
mRNA表达呈线性递增。研究表明，不同浓度枯草芽孢杆菌肽聚糖均可保护由β-congly-
cinin诱导引起的鲤幼鱼IECs氧化损伤，提高IECs抗氧化能力；高浓度PG通过抑制致炎因
子和促进抗炎细胞因子的基因表达，提高IECs的抗炎能力。
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β-伴大豆球蛋白(β-conglycinin)是大豆中主要

致敏蛋白之一，常引起幼龄动物发生过敏反应[1]。

过敏必然造成细胞的炎性损伤并伴随细胞膜的

脂质过氧化[2]。因此，由β-conglycinin诱导的过敏

反应也必然影响细胞的抗氧化性能。此外，脂

质过氧化也会对蛋白质结构改变和功能损伤产

生负面效应 [3]，常把蛋白质羰基数目作为细胞氧

化损伤并反映损伤程度的主要指标 [4]。Zhang等 [5]

研究发现，建鲤(Cyprinus carpio var. jian)幼鱼摄

食8%的β-conglycinin的饲料，肠上皮细胞(intestin-
al epithelial cells, IECs)抗氧化性能显著降低。因

此，推测β-conglycinin诱导的肠黏膜的炎性反应

至少部分原因在于对IECs的氧化损伤。通过抑制

细胞的氧化应激和 /或增强细胞的抗氧化性能是

预防β-conglycinin致敏损伤的理想方法。

益生菌肽聚糖(peptidoglycan, PG)能增强动物

机体特异性和非特异性免疫反应，发挥抗炎、

抗过敏等功能 [6]。有研究表明，乳酸菌(Lactoba-
cillus)肽聚糖可以诱导小鼠(Mus musculus)IECs产
生致炎因子(IL-1、IL-6、IL-12、TNF-α、IFN-γ)
和抗炎因子(IL-10、TGF-β)[7]，并激活下游信号

通路，维护Th1/Th2失衡，进而缓解或消除过敏

性炎性损伤。而嗜酸乳杆菌(L. acidophilus)肽聚

糖还可以通过抑制脂多糖诱导RAW 264.7细胞的

iNOS表达以增强其抗炎能力 [8]。可见，益生菌肽

聚糖通过调节相关细胞因子基因表达来缓解炎

性反应。此外，双歧杆菌(Bifidobacterium)肽聚糖

以占位定植的方式，阻止病原菌对上皮细胞黏
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附 [9]，或刺激机体分泌IgA，在肠黏膜形成保护

层，以阻断病原菌的侵袭[10]。然而，关于枯草芽

孢杆菌肽聚糖(Bacillus subtilis PG)抗氧化和抗炎

的机理还知之甚少。鉴于此，本实验拟先以β-
conglycinin诱导鲤幼鱼IECs 24 h，再用不同浓度

B. subtilis PG作用12、24和36 h，通过检测炎性因

子基因表达和抗氧化性能改变，研究B. subtilis
PG对IECs损伤的保护作用。该结果为鱼类营养

生理研究提供基础理论，为饲料配方研究提供

应用参考数据。

1    材料与方法

1.1    β-conglycinin和肽聚糖制备

β-conglycinin(80%)由中国农业大学馈赠(专
利号200410029589·4，中国)，采用凝胶柱层析方

法进一步纯化，结果纯度为99%，–20 °C冷藏备

用。方法简述：Sepharose CL-6B装柱 (110 cm×
4.5 cm)，KP缓冲液冲洗至平衡，将溶有β-congly-
cinin的KP缓冲液上样、过滤、洗脱(pH 7.6的磷

酸盐缓冲液)、检测(280 nm紫外可见光分光光度

计)，收集洗脱液。洗脱液透析去盐(4 °C)，冻干

后即得到纯化的β-conglycinin。利用BCA蛋白检

测试剂盒(北京鼎国试剂公司，中国)检测。

实验用肽聚糖源于枯草芽孢杆菌BS-02(B.
subtilis-02)。菌株无菌条件下划线接种于普通琼

脂平板培养基，37 °C培养18 h，挑取单个菌落接

种于液态LB培养基(Luria-Bertani)30 °C、180 r/min
振荡培养18 h(菌株处于对数期)，3 000 r/min离心

10 min。取沉淀菌体20 g，用10%的三氯乙酸溶

液(TCA)按照10∶1比例使其溶解、混匀，在轻轻

搅拌条件下75 °C水浴20 min使菌体裂解，逐渐冷

却至室温，8 000 r/min离心10 min后弃上清液，

用灭菌蒸馏水洗涤沉淀，重复3次，收集沉淀。

将所得沉淀按照1∶5(W/V)加入pH为8.0的胰蛋白

酶 -磷酸盐缓冲液 (胰蛋白酶3 mg/mL)，37 °C、

120 r/min摇床振荡5 h，4 °C、3 000 r/min离心5 min，
收集上清液，上清液12 000 r/min离心15 min，将

得到的沉淀用灭菌蒸馏水洗涤3次，加入氯仿∶

甲醇为1∶2(V/V)的混合溶液处理5 h，12 000
r/min离心15 min，所得沉淀用无水乙醇洗涤脱

水，70 °C干燥，即得B. subtilis  PG(约2.3 g)。

1.2    实验鲤幼鱼肠上皮细胞分离及原代培养

实验鲤幼鱼购于河南省水产科学研究院(黄

河鲤鱼良种场)并经河南省实验动物学会批准使

用。选择体格健壮、均匀一致的鲤幼鱼50尾于水

族箱中，饲喂以鱼粉为蛋白源的饲料 (粗蛋白

34%、粗脂肪36%)，进行14 d驯化，期间连续充

气(氨氮质量浓度≤0.5 mg/L，溶解氧≥5.0 mg/L)，
温度为25~27 °C，自然光照。

肠上皮细胞分离        驯化实验结束，空腹24 h，
选取体质量为(10.25±0.01) g幼鲤，用超纯水冲洗

体表2次，MS-222麻醉，迅速置于75%乙醇中浸泡

5 s，于超净工作台上解剖，取出肠道中段，去

除肠系膜，用注射器(10 mL)吸取D-Hanks平衡盐

溶液冲洗肠段内腔3~4次，将肠段剪成1 mm3大小

的组织块，D-Hanks平衡盐溶液反复清洗，800 r/min
离心3 min，弃去上清液，将沉淀转入细胞培养

瓶(50 mL)中，加入胶原酶Ⅺ(终浓度0.5%)和中性

蛋白酶Ⅰ(终浓度0.2%)联合消化液，28 °C振荡消

化30 min后，按消化液∶胎牛血清(V/V)=19∶1的
比例立即加入FBS终止消化，玻璃吸管(10 mL)反
复吹打5 min后，静置1 min，800 r/min离心5 min，
加入含有胎牛血清(10%)、青霉素(500 U/mL)、链

霉素 (0 .2  mg /mL)、转铁蛋白 (0 .2  μg /mL)的
DMEM培养液，将细胞稀释至350个 /cm2，接种

于用胶原蛋白涂抹的 24孔细胞培养板中，在

(26±0.5) °C、6% CO2条件下静置原代培养48 h，
以后每48 h更换1次培养液。每天观察细胞，待

细胞铺满培养板底。弃去原培养液，每孔加入

200 μL DMEM培养液，冲洗细胞2次，按实验设

计方案分别进行实验。

1.3    β-conglycinin对IECs的影响

将培养好的肠上皮细胞用1.0 mg/mL的β-
conglycinin诱导24 h。基于前期实验，1.0 mg/mL
的β-conglycinin造成鲤幼鱼肠上皮细胞活性比对

照组显著降低，而乳酸脱氢酶(LDH)及表达的IL-1β、
IL-8、TNF-α mRNA炎性因子显著增加[11]。

1.4    PG对β-conglycinin损伤IECs的影响

取β-conglycinin诱导 IECs 24 h的细胞培养

板，设计1个正对照组(添加1.0 mg/mL的β-congly-
cinin)和4个不同B. subtilis PG (0.15、0.30、0.45和
0.60 mg/mL)处理组，另设原代培养的肠上皮细

胞作为阴性对照组(未添加PG和β-conglycinin)，
每组4个重复，每个重复1孔细胞，在26 °C、6%
CO2生化培养箱孵育12、24和36 h。
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1.5    IECs培养液和细胞裂解液的收集

IECs培养液的收集        在12、24和36 h孵育

结束后，收集各孔细胞中的培养液，–20 °C保存

备用。

IECs细胞裂解液的收集         将已收集细胞

培养液的培养板，用200 μL DMEM培养液冲洗细

胞1次，然后每孔加入含0.05%胰蛋白酶200 μL
使细胞脱落，每孔再加入200 μL无血清DMEM培

养液终止消化，转入2 mL EP管，1 000 r/min离心

10 min，去上清液，每管加1.5 mL PBS吹打均

匀。冰浴、400 W超声波细胞粉碎仪破碎细胞，

3 500 r/min离心10 min，收集细胞裂解液。

1.6    抗氧化性能检测

总抗氧化能力指标测定         抗超氧阴离子

(anti-superoxide anion, ASA)活力测定：黄嘌呤氧

化酶催化黄嘌呤产生超氧阴离子自由基，通过

电子传递物质及着色剂Gross氏显色(呈紫红色)，
通过紫外分光光度计550 nm处的吸光值，并以维

生素C为标准计算抗超氧阴离子能力。抗羟自由

基 (anti-hydroxy radical，AHR)活力测定采用

Fenton反应。反应体系中OH-量与H2O2成正比，

经添加电子受体和Gross氏显色(红色)，通过紫外

分光光度计在550 nm处的吸光值，计算样品抗羟

自由基能力。

细胞蛋白羰基(protein carbonyl, PC)含量测定

       参照Baltacıoǧlu等 [4]应用的2,4-二硝基苯肼

(DNPH)方法检测蛋白质羰基含量。通过紫外分

光光度计340 nm处的吸光值计算蛋白质羰基含量。

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、
过氧化氢酶(catalase, CAT)和谷胱甘肽过氧化物

酶(glutathione peroxidase, GPx)活性均严格按照试

剂盒说明书进行测定(南京建成生物工程研究所)。

1.7    炎性因子基因表达

提取总RNA及合成cDNA        应用RNAiso
Plus(Biomiga公司，美国)并严格按照说明书操作

方 法 提 取 细 胞 总 R N A 。 其 质 量 和 数 量 经

OD260/OD280值和1%琼脂糖凝胶电泳检测。细胞

cDNA的合成采用Prime ScriptTM RT-PCR逆转录试

剂盒(宝生物工程有限公司，中国)合成，反应液

[总RNA 2 μL、50 μmol/L Oligo (dT) 0.5 μL、

5×Prime ScriptTM Buffer 2 μL、Prime ScriptTM RT
Enzyme MixⅠ0.5 μL、100 μmol/L Random 6 mers
0.5 μL、RNase-free dH2O 4.5 μL]轻柔混匀，于

PCR仪37 °C、15 min，随后85 °C灭活5 s。产物保

存于–80 °C。

IL-1β、IL-8、IL-10、TNF-α1、TGF-β和β-ac-
tion的表达        参照GenBank中公布的鲤序列，其

中以β-action为内参引物，引物设计由大连宝生

物技术有限公司利用Primer 5.0软件 (Premier
Biosoft International)合成(表1)。反应条件：预变

表 1    目的基因引物序列

Tab. 1    Primer sequences of designated genes

目的基因

target gene
引物序列

primer sequences
登录号

GenBank accession no.
产物大小/bp

product length

IL-1β F：5′-AAGGAGGCCAGTGGCTCTGT-3′ AB010701 69

R：5′-CCTGAAGAAGAGGAGGCTGTCA-3′

IL-8 F：5′-ATGCTTTTGATCTGCACAGCTGCAC-3′ AB470924 150

R：5′-TGGTCCAGCAGGAATAACCCTCAG-3′

IL-10 F：5′-GCTGTCACGTCATGAACGAGAT-3′ AB110780 132

R：5′-CCCGCTTGAGATCCTGAAATAT-3′

TNF-α1 F：5′-GCTGTCTGCTTCACGCTCAA-3′ AJ311800 106

R：5′-CCTTGGAAGTGACATTTGCTTTT-3′

TGF-β F：5′-ACGCTTTATTCCCAACCAAA-3′ AF136947 97

R：5′-GAAATCCTTGCTCTGCCTCA-3′

β-action F：5′-AGACATCAGGGTGTCATGGTTGGT-3′ M24113 352

R：5′-CTCAAACATGATCTGTGTCAT-3′
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2¡¢¢CT = 2¡CT ¡CT

性98 °C、10 s，变性98 °C、5 s，退火72 °C、15 s，
40个循环。反应体系(总体积15 μL，上游和下游

引物各1.0 μL、SYBR®RremixEx TaqTM 7.5 μL、模

板2 μL、RNase-free dH2O 3.5 μL)经混合和离心处

理，应用ABI Prism 7000实时定量荧光PCR仪(美
国应用生物系统公司)分析，每个基因重复5次。

根据扩增结果，分别得出各引物PCR扩增的

CT值，运用 公式，

依据标准曲线计算目标和内参基因的相对表达

丰度。

1.8    统计分析

实验数据用平均值±标准差表示(mean±SD)，
采用SPSS 17.0统计软件进行双因素方差分析

(Two-Way ANOVA)，并运用Duncan氏方法作多

重比较，以检验不同处理组之间差异显著性，

差异显著性水平为P<0.05。对阴性对照和正对照

采用独立样本t检验。

2    结果

2.1    β-conglycinin诱导鲤幼鱼肠上皮细胞氧化

损伤

单独使用β-conglycinin诱导鲤幼鱼 IECs，
IECs的ASA、AHR、CAT、GPx、 24和 36 h
SOD活性显著降低，PC显著增加(P<0.05)(表2)。
提示鲤幼鱼IECs氧化损伤。

2.2    PG对β-conglycinin诱导鲤幼鱼IECs氧化损

伤的影响

PG对于β-conglycinin诱导的IECs氧化损伤具

有一定的保护作用，其保护效果与处理时间和

剂量相关。即在12 和24 h，随B. subtilis PG浓度

增加，GPx活性呈二次递增外(Q：P<0.05，24 h)，
ASA、AHR、SOD、CAT活性和PC含量各组差异

不显著(P>0.05)(表2)。在36 h，随B. subtilis PG浓

度增加，PC含量呈显著二次曲线递减，其他各

组抗氧化活性呈显著二次曲线递增(Q：P<0.05)，
由此可知，随肽聚糖处理时间的延长，高浓度

肽聚糖可抑制β-conglycinin诱导肠上皮细胞的氧

化损伤。

2.3    β-congiycinin诱导对鲤幼鱼IECs炎性因子

基因表达的影响

β-congiycinin诱导鲤幼鱼IECs的IL-1β、IL-

8、TNF-α1、IL-10 和TGF-β mRNA表达显著增加

(P<0.05)(表3)。

2.4    PG对β-congiycinin诱导的鲤幼鱼IECs炎性

因子基因表达的影响

随B. subtilis PG浓度增加和处理时间的延

长，IL-1β、IL-8和TNF-α1 mRNA表达呈显著二次

曲线减少，而IL-10 和TGF-β mRNA表达则呈线性

递增(P<0.05)(表3)。可知，随B. subtilis PG浓度增

加和处理时间的延长，B. subtilis PG可抑制β-
congiycinin诱导IECs的炎症反应。

3    讨论

β-conglycinin是公认的致敏源，常常诱导幼

龄动物发生过敏反应，除了产生敏感性炎症

外，还诱导机体氧化损伤，不仅导致机体炎性

因子分泌增加，而且造成抗氧化性能降低[12]。其

主要在于炎症伴随脂质的过氧化并产生大量活

性氧，造成氧化损伤，同时使抗氧化物酶活性

降低[13]。因此，检测总抗氧化指标、抗氧化物酶

活性及蛋白羰基能反映细胞脂质过氧化反应强

弱，直接或间接反映细胞氧化损伤程度，也是

标记细胞氧化状态的常用指标[14]。本研究结果显

示，单独使用 β-cong lyc in in， IECs的 ASA、

AHR活力及SOD、CAT和GPx活性显著减低，而

PC含量显著增加，提示鲤幼鱼 IECs氧化损伤。

其原因在于细胞膜中多不饱和脂肪酸含量较

多，极易受氧自由基等攻击，引起细胞膜的脂

质过氧化，而脂质过氧化使活性氧的活性增强

并通过级联放大作用，引起蛋白氧化，使其氧

化产物蛋白羰基增加[15]。

氧化应激不断地产生各种自由基，引发脂

质过氧化，造成氧化损伤，同时使抗氧化物酶

活性降低，因此，增强抗超氧阴离子、抗羟自

由基和提高抗氧化物酶活性有利于保护细胞免

受氧化损伤。本研究结果显示，伴随PG浓度依

次递增，ASA、AHR活力及SOD、CAT和GPx活
性逐渐递增，而PC依次递减，但24 h内无显著差

异，仅在36 h时呈二次下降。说明高浓度和长时

间PG处理，细胞能增强其抵御β-conglycinin的氧

化应激。Mantis等 [10]研究嗜酸乳杆菌胞壁肽聚糖

发现，肽聚糖能诱导小鼠肠黏膜形成保护膜，

阻断病原菌对肠黏膜的炎性损伤，从而缓解氧

化应激。此外，Frodermann等 [9]研究双歧杆菌肽
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聚糖能阻止病原菌对上皮细胞黏附，归于肽聚

糖占位定植以阻止病原体对上皮细胞的应激反

应，间接缓解炎症反应以防御氧化损伤。因

此，使用较高浓度的肽聚糖以增强IECs的抗氧化

能力，或许表明肽聚糖能优先占位定植竞争β-

conglycinin与细胞结合位点，从而缓解β-congly-

cinin的氧化应激。

炎症反应产生炎性因子，并将IL-1β和TNF-α

作为致炎因子，IL-10和TGF-β作为抗炎因子，其

动态变化决定炎症发展方向 [16-17]。本研究表明，

单独使用β-conglycinin能显著上调鲤幼鱼IECs炎

性因子 IL-1β和TNF-α mRNA的表达，表明β-

conglycinin诱导细胞炎性反应，并从细胞的抗氧

化能力降低也得到进一步证实，这与Zhang等 [5]

研究β-conglycinin诱导建鲤幼鱼肠上皮细胞得出

的结果相一致。抑制致炎因子和 /或增强抗炎因

子，能有效预防炎性损伤 [18]。本研究结果显示，

肽聚糖显著下调致炎因子的表达和上调抗炎因

表 2    PG对β-conglycinin诱导鲤幼鱼IECs抗氧化性能的影响

Tab. 2    The effects of peptidoglycan on the antioxidant properties of IECs in juvenile C. carpio induced with β-conglycinin

处理时间/h
time

对照组　control group 肽聚糖浓度/(mg/mL)　PG concentration P

阴性对照

negative control SD
正对照

positive control SD 0.15 0.30 0.45 0.60 SD
线性(L)

linear
二次曲线(Q)

quadratic

ASA/(U/mg)

12 16.06 1.21a 14.11 0.93b 14.21 14.28 14.97 15.89 1.27 0.28 0.09

24 17.11 2.02a 15.05 0.76b 15.15 15.52 15.91 16.58 0.87 0.15 0.06

36 17.42 1.43a 14.64 1.03b 14.63 15.12 15.27 16.16 1.05 0.07 0.02

AHR/(U/mg)

12 966.11 8.04a 913.22 10.22b 915.07 927.14 939.68 959.32 9.23 0.43 0.12

24 984.13 5.12a 883.06 6.37b 924.44 930.01 942.33 961.30 11.41 0.31 0.07

36 992.55 7.39a 862.37 11.08b 927.65 931.56 949.58 988.97 10.08 0.16 0.04

PC/(nmol/mg)

12 0.48 0.03b 0.64 0.01a 0.66 0.61 0.59 0.57 0.01 0.37 0.12

24 0.51 0.01b 0.76 0.02a 0.79 0.72 0.69 0.66 0.01 0.24 0.08

36 0.58 0.03b 0.89 0.02a 0.91 0.88 0.81 0.70 0.02 0.10 0.04

SOD/(U/mg)

12 13.66 1.03 12.96 2.21 13.01 13.38 13.47 13.86 1.03 0.54 0.37

24 14.06 0.98a 10.91 1.69b 13.82 14.52 14.91 14.61 0.75 0.21 0.14

36 15.98 1.34a 9.73 0.37b 13.97 14.86 15.12 15.79 0.49 0.11 0.01

CAT/(U/mg)

12 1.76 0.33a 1.51 0.04b 1.53 1.59 1.66 1.78 0.04 0.20 0.26

24 1.98 0.08a 1.16 0.10b 1.59 1.64 1.72 1.86 0.06 0.14 0.08

36 2.19 0.05a 0.89 0.02b 1.62 1.99 2.03 2.23 0.03 0.09 0.03

GPx/(U/mg)

12 609.36 8.36a 531.36 10.03b 533.63 541.38 577.44 599.13 10.01 0.55 0.03

24 618.63 10.02a 510.37 8.64b 544.39 552.47 570.39 604.68 8.34 0.31 0.04

36 631.01 6.58a 501.22 11.21b 551.06 560.16 577.40 633.20 9.22 0.08 0.01

注：同行数据上标不同小写字母代表差异显著性为P<0.05，下同

Notes: in the same line, values with different lowercase letter superscripts mean significant difference (P<0.05), the same below
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子的基因表达，表明肽聚糖能预防β-conglycinin
诱导的细胞炎症损伤。Wu等[6]通过乳酸菌肽聚糖

(Lactobacillus PG)对脂多糖诱导的RAW-264.7细胞

的抗炎效果分析显示，肽聚糖能显著抑制RAW-
264.7细胞下游NF-κB途径，降低IL-1β和TNF-α
mRNA的表达与释放，以抑制炎症反应的发生。

此外， F e r n a n d e z等 [ 1 9 ]发现肽聚糖能够通过

TLR2受体识别并诱导鼠源树突细胞表达IL-10和
TGF-β，而TGF-β在预防细胞炎性反应中具有重

要作用 [20]。因此，B. subtilis PG通过上调TGF-β水
平参与保护β-conglycinin诱导的炎症反应。然

而，关于肽聚糖防御β-congiycinin诱导的肠上皮

细胞炎性损伤还需要更深入研究。

研究表明， β-congiyc in in能诱导鲤幼鱼

IECs氧化损伤，并通过上调IL-1β、IL-8、TNF-α

mRNA的表达刺激炎症发展；而高浓度B. subtilis
PG能抑制β-congiycinin的氧化应激，并通过下调

致炎细胞因子和上调抗炎细胞因子的基因表

达，提高细胞抗炎能力。
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Protective effect of Bacillus subtilis peptidoglycan on β-conglycinin-induced
intestinal epithelial cells damage of juvenile carp (Cyprinus carpio)

ZHANG Tiantian ,     YIN Haicheng *,     HUANG Wei
(College of Biological Engineering, Henan University of Technology, Zhengzhou    450001, China)

Abstract: This experiment was conducted to investigate the protective effects of different concentration of Bacil-
lus subtilis peptidoglycan on the β-conglycinin-induced inflammatory lesions in intestinal epithelial cells of juven-
ile carp (Cyprinus carpio). In 24-cell microplates, the intestinal epithelial cells (IECs) of juvenile carp were
primarily cultured for 72 h at 26 °C and 6% CO2, and then the IECs were randomly divided into 6 groups with 4
replicates per group. One of the 6 groups was set as negative control group, and the other groups were all supple-
mented with 1.0 mg/mL β-conglycinin in culture medium in order to establish inflammatory lesions. After 24 h
further culture in the same conditions, the culture medium was changed into the B. subtilis peptidoglycan culture
medium with 0 (positive control group), 0.15, 0.30, 0.45 and 0.60 mg/mL, respectively. The samples were collec-
ted to measure the antioxidant and anti-inflammatory indices after 12, 24 and 36 h B. subtilis peptidoglycan cul-
ture. The results showed as follows: β-conglycinin exposure significantly decreased the activity of ASA, AHR,
SOD, CAT, GPx, and increased the content of PC and the mRNA expression of inflammatory cytokines (IL-1β,
IL-8, TNF-α1, IL-10 and TGF-β). The 12, 24 and 36 hours after the peptidoglycan were given, the activity of ASA,
AHR, SOD, CAT, GPx and the content of PC in the cells were decreased in a dose-dependent manner; and the
mRNA levels of IL-1β, IL-8 and TNF-α1 were down-regulated and IL-10 and TGF-β were up-regulated. Different
concentration of B. subtilis peptidoglycan could significantly improve the anti-oxidative activity, and increase the
mRNA levels of anti-inflammation cytokine, and decrease the pro-inflammation cytokine, and inhibit the inflam-
matory response of the carp IECs induced by β-conglycinin.

Key words: Cyprinus carpio; Bacillus subtilis peptidoglycan; β-conglycinin; intestinal epithelial cell; antioxidant;
inflammatory factor
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