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研究报告 

光杆菌(NLK-1) Txp40 毒蛋白基因克隆表达及预测 

詹发强  侯敏  杨蓉  杨文琦  侯新强  孙建  龙宣杞* 
(新疆农业科学院微生物应用研究所  新疆 乌鲁木齐  830091) 

 
 

摘  要：【背景】光杆菌存在于嗜菌异小杆线虫肠道内，并与其互惠共生，其能够产生多种高

效、广谱的杀虫蛋白及毒素，是近年来继苏云金芽胞杆菌(Bt)之后挖掘新型杀虫蛋白及杀虫基

因的热点研究对象。【目的】克隆 Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 毒蛋白基因，分析

其与已知其他同属共生菌相似毒蛋白在基因序列、蛋白组成、理化性质及构象的区别，构建原

核表达载体并转化大肠杆菌进行诱导表达，初步测定其杀虫活性。【方法】采用侵染的大蜡螟

幼虫血腔直接分离初生型共生细菌，根据已报道的序列经比对分析设计引物，扩增目的基因，

连接克隆质粒 pMD19-T 后测序，利用 Expasy 在线 ProtParam tool 预测其基本理化特性参数，

NPS@-Network Protein Sequence Analysis 在线工具进行二级结构预测。通过克隆、酶切、连接

目的基因在 pET28a 原核表达载体上，转化大肠杆菌 BL21 中，利用蓝白斑筛选阳性克隆，测

序验证后进行 IPTG 诱导表达；菌体超声破碎离心，以毒蛋白含量较高的上清溶液对大蜡螟幼

虫进行饲喂和血腔注射毒性测定。【结果】Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 毒蛋白基

因全长为 1 008 bp，与已知相关基因的序列相似性为 94%，与已知 40 kD 相关蛋白的氨基酸相

似性达到 99%，分子量 37.9 kD，pI 8.37，二级结构预测表明其主要由 α螺旋 35.71%，无规卷

曲 54.46%，延伸链 9.52%组成，跨膜区域与已知蛋白基本相似，克隆构建了原核表达载体

pET28a-(NLK-1) Txp40，SDS-PAGE 分析其在 38 kD 处有特异条带，蛋白分子量与预测值基本

一致，且表达相对单一，表达量较高。Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 蛋白对大蜡螟

幼虫具有较高的血腔毒性，大蜡螟幼虫注射 5 µL 蛋白粗提液剂量下 48 h 内致死率达 100%，未

发现胃毒活性。【结论】获得 Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 毒蛋白基因，比对、分

析了与已知基因在序列组成、蛋白基本理化性质和二级结构的异同，构建了原核表达载体并成

功诱导表达，验证了 Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 毒蛋白具有较高的大蜡螟幼虫血

腔毒性，为进一步发掘 Photorhabdus luminescens (NLK-1)中的杀虫功能基因和蛋白奠定基础。 

关键词：光杆菌，Txp40 毒蛋白，共生细菌，克隆表达 
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Cloning, expression and prediction of insecticidal toxin Txp40 from 
Photorhabdus luminescens NLK-1 

ZHAN Fa-Qiang  HOU Min  YANG Rong  YANG Wen-Qi  HOU Xin-Qiang   
SUN Jian  LONG Xuan-Qi* 

(Institute of Microbiology, Xinjiang Academy of Agricultural Sciences, Urumqi, Xinjiang 830091, China) 

Abstract: [Background] Photorhabdus sp. is preserving in the intestine of Heterorhabditis sp., and it 
can produce variety efficient and broad spectrum insecticidal proteins and toxins. In recent years, it’s 
the novel research object on new insecticidal protein and gene after Bacillus thuringiensis. [Objective] 
To clone Txp40 toxin gene of Photorhabdus luminescens (NLK-1) and analyze the differences on gene 
sequence, protein composition, physicochemical properties and conformation similarity to other 
symbiotic bacteria. Txp40 toxin gene was cloned in prokaryotic expression vector of Escherichia coli 
and induced its to express, then utilized Galleria mellonella larvae to preliminary detect its insecticidal 
activity. [Methods] The primary symbiotic bacteria were isolated from the infected larvae by 
Heterorhabditis bacteriophora, and the primers were designed according to the reported sequences. 
The target gene was amplified and sequenced by the cloning plasmid pMD19-T. The Expasy Online 
ProtParam Tool to predict its basic physical and chemical properties parameters, NPS@-Network 
Protein Sequence Analysis online tools for secondary structure prediction. Txp40 toxin gene was 
detected by cloning, digestion and ligation on pET28a and transformed into Escherichia coli BL21 then 
induced by IPTG, and identified by blue-white blotting. Utilizing Photorhabdus luminescens (NLK-1) 
Txp40 protein crude extract to test the insecticidal activity to Galleria mellonella larvae by fed and 
hemocole injection. [Results] Txp40 toxin gene open reading frame is 1 008 bp (335 amino acid), and 
the similarity to the known gene was 94%. The similarity with the known 40 kD related protein was 
99%, molecular weight was 37.9 kD, pI 8.37, and it was mainly composed of Alpha helix 35.71%, 
Random coil 54.46%, Extended strand 9.52% by secondary structure predicting. The expression of 
pET28a-Txp40 was detected by SDS-PAGE, which showed that there were specific band at 38 kD, and 
the molecular weight of protein was similar with prediction, and the expression was relatively single 
and the level was higher. The insecticidal activity tests showed that Photorhabdus luminescens 
(NLK-1) Txp40 protein had high virulence to Galleria mellonella larvae, and the lethality reached 
100% at 48 h under 5 μL Txp40 protein crude extract per larvae, but oral toxicity was not detected. 
[Conclusion] Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 toxin gene was successfully obtained, and the 
physicochemical properties of the protein were analyzed by comparison to the known gene, and 
secondary structure were predicted and analyzed to other known protein. At the same time, the 
prokaryotic expression vector was constructed, the preliminary insecticidal test showed Photorhabdus 
luminescens (NLK-1) Txp40 protein had high hemocole toxicity to Galleria mellonella larvae. The 
research laid the foundation for the further study and discovery of insecticidal genes and toxic protein 
from Photorhabdus luminescens (NLK-1). 

Keywords: Photorhabdus luminescens, Txp40 toxin protein, Symbiotic bacteria, Cloning and 
expression 

昆虫病原线虫共生菌是一类与昆虫病原线虫

(Entomopathogenic nematodes)互惠共生的杆状细

菌，包括致病杆菌属 (Xenorhabdus)和光杆菌属

(Photorhabdus)。在自然环境中，共生菌存在于三龄

侵染期线虫(Infective juvenile)肠道内，由线虫携带

并释放于寄主昆虫血腔中。目前的研究显示，昆虫

病原线虫可在 48 h 内侵入寄主昆虫血腔并致其死

亡[1]，致死原因被归结为线虫和共生菌的联合作用，
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包括线虫和共生菌的生长繁殖，以及它们产生的各

种杀虫物质[2]。但目前普遍认为共生菌在这一致死

过程中扮演了关键的作用[3]。共生菌对寄主昆虫免

疫调节直至杀死的功能，被认为与其产生的毒力因

子，特别是蛋白毒素的作用密切相关[4]。共生菌能

够产生多种代谢产物，包括蛋白、脂类、抗生素等，

它们被认为在昆虫病原线虫共生菌复合体侵染寄

主昆虫的过程中发挥重要的作用。1998 年，Tc 蛋

白毒素复合体首次在 Photorhabdus luminescens 

W14菌株发酵液中被发现[5]，该蛋白显示出类似 δ-

内毒素的杀虫活性和致病特征，但比 δ-内毒素具有

更广的杀虫谱。目前，国内外研究较为热门、且比

较深入的毒素蛋白及杀虫基因有 Tc 毒素蛋白复合

体、致软毒素 Mcf1、Pir 蛋白以及 Txp 蛋白等。

Tc毒素蛋白复合体由 3种类型的功能蛋白共同组

成[6]，根据蛋白序列相似性和分子量，这 3种类型

的蛋白被归为A、B和 C三类[7-8]。Txp40 (Toxin from 

Xenorhabdus and Photorhabdus，40 kD)是一种普遍

存在于昆虫病原线虫共生菌致病杆菌属和光杆菌

属中的杀虫蛋白，杨君等 [9]从嗜线虫致病杆菌

HB310 菌株中分离出一种对大蜡螟 (Galleria 

mellonella)具有高血腔注射活性的 Tp40 蛋白。

Brown 等[10]从 60 种 Xenorhabdus 和 Photorhabdus

中均分离出一个编码 40 kD蛋白的完整杀虫基因或

杀虫基因片段，分析发现不同菌株中得到的基因之

间具有很高的同源性，但不同属种杀虫基因差异较

大，是近年来发现的又一系列新型杀虫蛋白，该蛋

白的杀虫谱较广，已测定的昆虫包括大蜡螟、印度

谷 螟 (Plodia interpunctella) 和 铜 绿 蝇 (Lucilia 

cuprina)的幼虫。 

本研究中的共生细菌来自作者公开报道的首

株新疆本土昆虫病原线虫嗜菌异小杆线虫尼勒克

品系[11](Heterorhabditis bacteriophora strain Nileke)

的共生细菌。通过研究昆虫病原线虫共生细菌

Photorhabdus luminesces (NLK-1)杀虫蛋白及其杀

虫功能基因，以期能够获得具有高毒力的杀虫蛋白

基因，为转基因抗虫、杀虫研究提供多样的、新的

杀虫基因。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒和菌株 

克隆测序质粒 pMD19-T 购自宝生物工程(大

连 )有限公司；菌株 Photorhabdus luminescens 

(NLK-1) (分离自被 Heterorhabditis bacteriophora 

strain Nileke侵染的大蜡螟幼虫血腔) GenBank登录

号为 KY814641；原核表达载体 pET28a、感受态细

胞 DH5α、表达菌株大肠杆菌 BL21、DNA 和蛋白

Marker，以及引物合成和序列测定均由生工生物工

程(上海)股份有限公司购买和完成。 

1.1.2  培养基 

NBTA培养基[11]，营养琼脂与营养肉汤培养基

购自北京奥博星生物技术有限责任公司。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

PCR 预混液，宝生物工程(大连)有限公司；细

菌基因组提取试剂盒、胶回收纯化试剂盒、X-Gal、

IPTG、氨苄青霉素、卡那霉素、氯霉素等，生工生

物工程(上海)股份有限公司，其余试剂均为分析纯。 

离心机、PCR仪，德国 Eppendorf公司；恒温

摇床，上海智城分析仪器制造有限公司；电泳仪，

美国 Bio-Rad公司；凝胶成像分析仪，北京市六一

仪器厂；染色、脱色摇床，苏州市国飞实验室仪器

有限公司；超声波细胞粉碎机，无锡久平仪器有限

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40
毒蛋白基因克隆 

分 离 嗜 菌 异 小 杆 线 虫 (Heterorhabditis 

bacteriophora Nileke)的共生细菌[11]，并提取 NLK-1

总基因组，参照 Brown等[10]用于 Photorhabdus sp.

中 Txp40的引物对 Primer-F (5′-AAGCTTATGGTTA 

TACAATTAACACCTG-3′)和 Primer-R (5′-GGTAG 

TAAAGTGTATTGGC-3′)，以 NLK-1总基因组为模

板进行扩增。PCR反应体系(25 μL)：0.5 μmol/L的

Primer-F 和 Primer-R，250 μmol/L 的 dNTPs，
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10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.4)，50 mmol/L氯化钾，

1.5 mmol/L氯化镁，1 U的 Taq DNA聚合酶，1 μL

模板。PCR反应条件：94 °C 4 min；94 °C 55 s，47 °C 

30 s，72 °C 90 s，30个循环；72 °C 10 min。取 3 µL

扩增产物，利用1%琼脂糖凝胶电泳分离鉴定，120 V

电泳 30 min，目标条带大小 1 000 bp左右；切胶回

收目的条带，16 °C与 pMD19-T载体连接，连接产

物转化感受态细胞DH5α，涂布于含有Amp的平板，

37 °C 培养过夜，通过蓝白斑筛选阳性克隆，菌落

PCR方法进行验证，确定的阳性克隆富集培养后提

取质粒 pMD19-Txp40 重复测序，确定序列长度及

碱基组成。 

1.2.2  Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40
原核表达载体构建 

参照分子克隆实验指南[12]，以 Photorhabdus 

luminescens (NLK-1)基因组为模板，用带酶切位点的

一对引物 Forward-p1：5′-GACACCCATGGTTATA 

CAATTAACACCTGATAATAGAAG-3′ (下划线处为

Nco I 酶切位点)和 Reverse-p2：5′-GACACCTCG 

AGTATATTTTTATAATGAGTTCCAACACTATG-3′ 
(下划线处为 Xho I 酶切位点)，PCR 反应方法同

1.2.1，克隆连接到质粒 pMD19-T，转化及阳性鉴

定后提取质粒，预计扩增片段长度为 1 000 bp；

用限制性内切酶 Nco I和 Xho I对 pMD19-Txp40

进行双酶切，胶回收纯化 Txp40 基因片段，将其

定向克隆到经同样酶切的 pET28a 表达载体上，

转化到 BL21感受态细胞，菌落 PCR初步鉴定蓝

白斑筛选后的白色阳性菌落，电泳检测与目的片

段大小一致的菌落即为阳性克隆菌落，提取其重

组质粒后送生工生物工程(上海)股份有限公司进

行测序验证。 

1.2.3  基因及预测蛋白序列比较、重组蛋白基本参

数及二级结构预测 

将测序得到的Txp40基因序列与GenBank数据

库中的核苷酸序列进行 BLAST 比对分析，从中获

取相近的序列，用 ClustalX 软件和 MEGA 4.1 中

Neighbor-Joining法构建系统进化树，并提交序列至

GenBank 获取登录号；将基因序列用 NCBI 中的

ORF finder 在线工具翻译成氨基酸序列，提交至

NCBI中用 BLASTx比对，蛋白进化树构建方法同

上。重组蛋白基本理化参数预测利用在线网络工具

https://www.predictprotein.org/，二级结构预测利用

在线应用软件[13] NPS@-Network Protein Sequence 

Analysis。 

1.2.4  重组蛋白诱导表达及 SDS-PAGE 分析 

挑取 BL21 阳性克隆菌株的单菌落于 2.5 mL 

LB培养基(30 µg/mL卡那霉素和 34 µg/mL氯霉素)

试管中，37 °C、220 r/min培养过夜，将培养的菌

液按 1:100比例接种于 3支含 2.5 mL LB (30 µg/mL

卡那霉素和 34 µg/mL氯霉素)培养管中，220 r/min

培养约 3 h，当 OD600值达到 0.6左右时，添加终浓

度为 0.5 mmol/L的 IPTG，一支于 37 °C、220 r/min

条件下诱导 4 h；另一支于 20 °C、220 r/min条件下

诱导过夜；未加 IPTG 诱导剂的作为阴性对照。

4 000 r/min离心 10 min收集菌体，弃上清，菌体用

500 µL PBS (pH 7.4)缓冲液悬浮，超声破碎 6 min，

超 0.5 s，停 1.5 s，然后 4 °C、12 000 r/min离心 20 min

分别收集上清和沉淀，沉淀用 500 µL包涵体溶解液

(8 mol/L Urea，50 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L 

NaCl，pH 8.0)溶解，分别取 40 µL 样品和 10 µL 

5×Protein loading buffer混匀，沸水浴 10 min。12% 

SDS-PAGE检测，上样量10 µL，浓缩胶80 V、20 min，

分离胶 120 V、60 min，电泳结束经考马斯亮蓝染色、

脱色后检测蛋白表达情况。 

1.2.5  杀虫效果分析 

试验采用饲喂和注射两种形式，饲喂对照组

为带有 pET28a空载的 BL21菌悬液，饲喂和注射

组均采用 20 °C条件下经 IPTG诱导、超声破碎后

的 Txp40杀虫蛋白混合物；饲喂试验采用与培养

物(冻干粉碎后的蜂巢) 1:5的比例混合饲喂，每隔

12 h观察；采用 5 µL/大蜡螟幼虫的剂量进行注射

实验[14]，对照组分别为 PBS缓冲液和经 IPTG诱导

并带有 pET28a 空载的 BL21 菌悬液，实验组分别

为 20 °C诱导过夜离心后菌体超声破碎后的上清和

包涵体溶解液，用微量进样器将待测样品从大蜡螟
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幼虫的第一对腹足之间注入血腔，将注射后的试虫

放在培养皿(直径 9 cm，10头/皿)中，每 8 h观察记

录致死情况。 

2  结果与分析 

2.1  Txp40 基因扩增与条件优化 

通过嗜菌异小杆线虫(尼勒克品系Heterorhabditis 

bacteriophora strain Nileke)侵染大蜡螟幼虫，2 d后

从被侵染的大蜡螟幼虫血腔中分离共生细菌，并提

取其基因组，以共生菌基因组为模板扩增目的基

因，根据 Brown等[10]对几十株不同品系的昆虫病原

线虫 Txp40基因扩增使用的 4对引物进行扩增，其

中只有一对针对嗜菌异小杆线虫共生细菌 Txp40基

因的引物特异性较高，扩增出的目标条带单一且大

小与理论预测相当，因此确定了一对特异性较高的

克隆引物，但根据 Brown等[10]的退火温度，扩增的

目的产物条带亮度较低，不利于后续回收纯化，因

此进一步通过退火温度的梯度试验来优化 PCR 扩

增条件，在前期预实验的基础上进一步缩小退火温

度梯度试验范围，退火温度优化试验设定为 45、47、

50 °C，试验表明(图 1)在现有体系下退火温度 47 °C

扩增出的目的基因条带明亮、特异性较高。 

2.2  Txp40 基因与 pMD19-T 质粒连接转化和序

列分析 

利用细菌基因组凝胶回收试剂盒回收目的基

因，根据蓝白斑筛选阳性克隆，通过菌落 PCR扩增

目的基因，克隆并转化pMD19-Txp40质粒到DH5，

菌落 PCR鉴定阳性克隆；实验表明挑取的菌落均为

阳性，目的条带一致，特异性较高，阳性对照无扩

增条带，多样品重复测序、比对分析表明，

Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40基因全长

1 008 bp (335个氨基酸) (图 2)，基因已提交至 NCBI

并获得基因登录号：KY814642，与 3个已知基因

(图 3) Photorhabdus luminescens HI (DQ242623.1)、

Xenorhabdus bovienii T363 (DQ242624.1) 、

Photorhabdus luminescens V16 (DQ242625.1)的长度

一致，相似性达到 94%；进化分析表明 Photorhabdus  

 
 

图 1  PCR 不同退火温度优化 
Figure 1  The optimization of different annealing 
temperature 
注：M：DNA Marker；1、2、3分别代表 45、47、50 °C不同

的退火温度. 
Note: M: DNA Marker; 1, 2, 3: Different annealing temperature 
45, 47 and 50 ° C. 

 
luminescens (NLK-1) Txp40基因与这 3个基因聚

类在一个大支上，可信度达到 100%，其余斯氏线

虫共生细菌相似基因聚类在另一大支上，这也表

明 Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40基因

保守性较高，但在不同属之间的碱基序列组成差

异较大。 

碱基组成分析表明(表 1)，目前已知的嗜菌异小

杆线虫共生细菌 Txp40 基因主要由腺嘌呤(A)与胸

腺嘧啶(T)组成，两者总和超过 66%，序列比对显示

其有近 6%的序列差异性，但不同比对基因在碱基

组成及含量上比较接近，但相对于其他 3个比对基

因，NLK-1的 Txp40杀虫基因 G+C%含量稍高，有

可能预示此基因双链稳定性更高。综合分析表明，

Txp40 基因保守性较强，在不同地域不同菌系中的

相似性较高，是一种广泛存在于昆虫病原线虫共生

细菌中的一种编码小分子杀虫蛋白的基因。 

2.3  Txp40 杀虫蛋白理化性质、二级结构预测及

蛋白序列比对分析 

Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40杀

虫蛋白与相似性最高的假设蛋白对比分析(表 2) 
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图 2  Photorhabdus luninescens (NLK-1) Txp40 开放阅读框和氨基酸序列 
Figure 2  Open reading frame of Photorhabdus luninescens (NLK-1) Txp40 gene and amino acid composition  

 
发现，两者分子量大小基本相当，Photorhabdus 

luminescens (NLK-1) Txp40杀虫蛋白 pI 8.37，对比

蛋白 pI 6.93，差别较大，稳定性也略高于对比蛋

白。二级结构预测表明(表 3)，本研究中的目的基

因所编码的蛋白主要由 α 螺旋、无规卷曲与延伸

链组成，分析对照假设蛋白其组成与本研究中的

目的基因编码的蛋白有一定的差异，但差异较小；

分析其跨膜区域略有不同，由内而外两者预测结

果有 3 个氨基酸的位移，由外而内的预测跨膜区

域完全一致；通过二级结构预测也进一步说明本

研究中的假设蛋白在结构上与已知假设蛋白相似

性较高，功能域基本一致，也说明了这类蛋白相

对比较保守，在不同光杆菌中普遍存在且相对保

守，变异较小。 

Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40基因

翻译后的假设蛋白与其他光杆状菌属共生菌的

Txp40杀虫蛋白假设序列相似性达到 90%，进化分

析表明(图 4)其也聚类在嗜菌异小杆线虫的共生细

菌 Txp40杀虫蛋白的大支上，可信度达到 99%，与

模式蛋白菌株 Xenorhabdus nematophila strain A24 

40 kD杀虫蛋白基因相似性在 85%以上，假设蛋白

相似性在 76%。 
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图 3  Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 基因与已知 Txp40 基因的进化关系 
Figure 3  Neighbour-Joining (NJ) analysis of Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 toxin gene with other known Txp40 
genes  
注：括号内为 Txp40基因序列在 GenBank中的登录号；分支点上的数值为 1 000 次 Bootstrap分析所得值，仅显示大于 50%的值；

标尺 0.02为进化距离. 

Note: The numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the Txp40 gene sequences of those reference strains; 
Bootstrap values >50% based on 1 000 replications are shown at branch nodes; Bar, 0.02 sustitutions per nucleotide positions.  

 
表 1  不同来源菌株 Txp40 基因碱基组成对比 
Table 1  The contrast of bases composition of Txp40 toxin genes from different strains (%) 

Accession No. Adenine Thymine Cytosine Guanine 

KY814642 (NLK-1) 37.2 28.97 15.28 18.55 

DQ242623.1 37.3 28.97 14.68 19.05 

DQ242624.1 37.3 29.07 14.58 19.05 

DQ242625.1 37.3 29.17 14.48 19.05 

 
 

表 2  蛋白基本参数比较 
Table 2  The contrast of physical and chemical parameters of Txp40 protein 

Toxin Accession No. 
Full 

length 
Molecular 

weight 
Isoelectric 

point 
Asp+
Glu

Arg+
Lys

Extinction 
coefficient  
(280 nm) 

GRAVY 
Instability 

index 

NLK-1 KY814641 335 37.9 8.37 39 41 37 820 −0.576 39.10 

PL WP 046396429.1 335 38.0 6.93 43 43 36 330 −0.615 34.91 
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表 3  二级结构预测结果比较 
Table 3  The contrast of secondary structure with Photorhabdus luminescens ATCC 29999 

Toxin Acession No. 
Alpha  

helix (%) 
Random 
coil (%) 

Extended  
strand (%) 

Transmembrane  
helices inside to  
outside helices 

Transmembrane  
helices outside to  

inside helices 

NLK-1 KY814641 35.71 54.46 9.52 47−65 168−189 

PL WP 046396429.1 36.01 53.57 10.12 50−68 168−189 

 

 
 

图 4  Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 蛋白与假设蛋白序列比对分析 
Figure 4  Neighbour-Joining (NJ) analysis of Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 prediction protein with other 
prediction protein from other different genes 
注：每个分支为 Txp40假设蛋白在 NCBI的登录号；分支点上的数值为 1 000次 Bootstrap分析所得值，仅显示大于 50%的值；标

尺 0.02为进化距离. ▲：Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40. 

Note: Each branch is the accession number of the Txp40 hypothetical protein on the NCBI; Bootstrap values >50% based on 1 000 replications 
are shown at branch nodes; Bar, 0.02 substitutions per amino acid positions. ▲: Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40. 

 
2.4  Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40
原核表达载体构建及初步诱导表达 

将带有酶切位点的目的基因扩增回收，限制

性内切酶分别双酶切目的基因与 pET28a 原核表

达载体后，连接转化大肠杆菌 BL21，蓝白斑筛

选、菌落 PCR 初步验证，经测序验证无突变和

连接正确后进行蛋白诱导表达，研究表明(图 5)

成功诱导表达出目的蛋白，蛋白实际大小和理论

推算与已有报道的相似蛋白基本一致，诱导表达的

蛋白主要以包涵体形式存在，在 IPTG 0.5 mmol/L

情况下，20 °C 培养条件诱导产量比 37 °C 条件

下高。 
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图 5  Txp40 毒蛋白诱导表达后 SDS-PAGE 电泳分析 
Figure 5  The analysis of SDS-PAGE of Txp40 toxin 
protein after induction 
注：M：蛋白Marker；1：诱导前总蛋白；2：20 °C上清；3：

20 °C沉淀；4：37 °C上清；5：37 °C沉淀. 

Note: M: Protein Marker; 1: Total protein of pre-induced;    
2: Supernatant under 20 °C; 3: Precipitate under 20 °C;     
4: Supernatant under 37 °C; 5: Precipitate under 37 °C. 

2.5  杀虫效果初步试验结果 

通过饲喂试验初步发现，在整个试验周期对照

组和实验组的所有大蜡螟幼虫均存活，在幼虫运动

方面无明显差异，说明诱导表达的 Photorhabdus 

luminescens (NLK-1) Txp40蛋白对大蜡螟幼虫无明

显胃毒活性；而血腔注射试验(表 4)表明，诱导表达

处理后的上清液具有较高的血腔毒性，在 16 h开始

就有 20%的测试大蜡螟幼虫死亡，虫体开始变黑变

软(图 6 B)，到 24 h致死率未发生显著变化，但个

别大蜡螟幼虫出现行动迟缓、反应迟钝的特征，最

终到 48 h，上清血腔注射测试毒性的幼虫全部死亡；

而沉淀组测试幼虫到 24 h后开始出现 10%的死亡，

到 48 h时致死率为 65%，低于上清实验组；两个对

照组，注射 PBS 和经 IPTG 诱导的 BL21(pET28a)  

 
表 4  大蜡螟幼虫血腔毒性测试结果 
Table 4  The result of hemocoel toxicity test to Galleria mellonella larva  

Treats 
Accumulation mortality (%) 

8 h 16 h 24 h 32 h 40 h 48 h 

Supernatant 0 20 20 55 75 100 

Precipitate 0 0 10 20 35 50 

PBS 0 0 0 0 0  0 

BL21(pET28a) 0 0 0 0 0  0 

 

  
 

图 6  Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 毒蛋白诱导表达后杀虫试验 
Figure 6  The experiments of insecticidal activity of Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40 toxin protein to Galleria 
mellonella larvae 
注：A：血腔注射前；B：血腔注射后 48 h. 

Note: A: Before hemocole injection; B: After hemocole injection at 48 h. 
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菌悬液的大蜡螟幼虫在实验周期内未见死亡，行动

正常；试验充分表明克隆表达的 Photorhabdus 

luminescens (NLK-1) Txp40蛋白对大蜡螟幼虫具有

较高的血腔毒性。 

3  讨论与结论 

研究表明由新疆本土分离的嗜菌异小杆线虫

共生菌 Photorhabdus luminescens (NLK-1)中的

Txp40杀虫蛋白基因全长为 1 008 bp，与 3个已知

基因 Photorhabdus luminescens HI (DQ242623.1)、

Xenorhabdus bovienii T363 (DQ242624.1) 、

Photorhabdus luminescens V16 (DQ242625.1)的长度

一致，相似性达到 94%，与模式蛋白菌株 Xenorhabdus 

nematophila strain A24 40 kD杀虫蛋白基因相似性

在 85%以上，蛋白相似性在 76%。Photorhabdus 

luminescens (NLK-1) Txp40预测蛋白大小 37.9 kD，

pI 8.37；二级结构预测表明其主要由 α 螺旋

35.71%、无规卷曲 54.46%、延伸链 9.52%组成，

跨膜区域与已知蛋白基本相近。SDS-PAGE 分析

其在 38 kD处有特异条带，而且蛋白分子量与预

测值基本一致，表达相对单一且表达量较高。研究

发现 Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40基因

与Xenorhabdus nematophila strain A24 40 kD杀虫蛋

白基因相似性在 85%以上，蛋白相似性在 76%，与

Brown 等[10]研究结果 Photorhabdus sp.基因相似性

83%、蛋白相似性 75%基本接近，这些细微的差别

可能与研究材料属于完全不同的地理区系和生境

有一定的关系。本研究还发现能够从一型和二型

Photorhabdus luminescens (NLK-1)菌中都能扩增出

目的基因，说明目的基因不随着型变产生变化；另

外，Brown等[10]提到来自 5个 Photorhabdus sp.不同

种之间的差异在 5个氨基酸，17个 Xenorhabdus sp.

在氨基酸差异方面最多在 9 个，而本研究中显示

其氨基酸差异数在对比的 Photorhabdus sp.中多

达 19 个，这也说明 Txp40 基因既保守又多样，还

需要更大范围的筛查和深入研究。 

另外，通过初步杀虫试验表明，本研究中从

Photorhabdus luminescens (NLK-1)克隆、诱导表达

的 Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40蛋白对

大蜡螟幼虫具有较高的血腔毒性，但由于本次试验

未能将蛋白纯化后做杀虫效果测试，因此在本次测

试中还有较多背景蛋白的影响。另外，由于受表达

诱导稳定性的影响，也只是在定性的层面初步分析

了 Photorhabdus luminescens (NLK-1) Txp40蛋白对

大蜡螟幼虫的胃毒和血腔毒性，未能定量与其他已

知蛋白在同一条件下做出全面对比分析。因此，纯

化和回收高纯度表达蛋白，定量分析其杀虫谱及杀

虫效果是我们今后深入研究的重点工作之一。 

目前，在害虫防治方面植物转基因杀虫技术已

经获得巨大成功，但商业化运用的杀虫基因几乎全

部来自 Bt (Bacillus thuringiensis，苏云金芽孢杆菌) 

δ-内毒素，由此产生的杀虫谱较窄和害虫抗性等问

题已经逐步显现，因此筛选新型抗虫基因的工作变

得尤为重要。本研究从新疆本土获得的高毒力昆虫

病原线虫共生细菌 Photorhabdus luminescens 

(NLK-1)的新型单体 Txp40 杀虫基因及蛋白着手，

一方面可为转基因抗虫提供新的杀虫材料和杀虫

基因选择，光杆状菌属和致病杆菌属细菌的不同种

或同种不同菌株可产生多种杀虫毒素蛋白，既有多

样性又具有一定的相似性，已成为一类新的杀虫蛋

白基因家族，其编码的基因可能是能够与 Bt 晶体

蛋白基因联合使用的有限候选基因之一，对抗虫转

基因植物的更新换代，防止害虫对某种抗虫转基因

植物产生耐受性，成为害虫防治的新武器；另一方

面，昆虫病原线虫共生细菌杀虫基因及其杀虫蛋白

的开发利用，将有效避免昆虫病原线虫在虫害生物

防治中的效价不稳定、生产周期长、成本高、受环

境因素影响较大等[15-16]弊端，从而有效延伸和扩大

Photorhabdus luminescens (NLK-1)的应用范围和

领域。 
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