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昆虫病原线虫共生菌 YL001 菌毛蛋白亚基基因
的克隆与序列分析
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[摘 　要 ] 　为了准确克隆昆虫病原线虫共生菌 YL001 菌毛蛋白亚基基因 ,根据已报道的菌毛蛋白亚基序列设计

引物 ,以昆虫病原线虫共生菌 YL001 的总 DNA 为模板进行 PCR 扩增 ,获得 1 条大约 500 bp 的特异性片断 ,将此片

断克隆到 T2easy 载体上 ,获得了重组子 p GEM2PSYL001 ,序列测定和结构分析结果表明 , PSYL001 阅读框全长 537

bp ,编码 179 个氨基酸 ,预测分子量和等电点分别为 18. 9 ku 和 6. 94 , GenBank 登录号为 DQ537944。与 GenBank

(A Y140909)上公布的 Xenorhabdus nematop hi l us 菌毛蛋白亚基核苷酸序列的同源性为 99 % ,氨基酸序列的同源性为

98 %。上述分析表明 ,菌毛蛋白亚基基因得到了成功克隆。

[关键词 ] 　昆虫病原线虫共生菌 ;菌毛蛋白亚基 ;基因克隆 ;序列分析

[中图分类号 ] 　S476 + . 15 ;Q78 [文献标识码 ] 　A [文章编号 ] 　167129387 (2007) 0820143203
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Abstract : In order to clone the gene of Pilin Subunit f rom X enorhabd us nem atop hi l us YL001 accurate2
ly ,a pair of p rimers were designed based on t he sequence of Pilin Subunit reported previously. A Specific

band (about 500 bp in length) was amplified f rom DNA of X enorhabd us nem atop hi l us YL001. The segment

was cloned into T2easy vector . Result s of sequencing and st ruct ural analysis show t hat the lengt h of

PSYL 001 is 537 bp ,and 179 amino acids are encoded. The p redicted MW and p I are 18. 9 ku and 6. 94. The

accession number in GenBank is DQ537944. Comparison result s show that t his gene has 99 % similarity to

nucleotides level and 98 % similarity to amino level according to A Y140909 , which is Pilin Subunit gene

f rom X enorhabd us nem atop hi l us in GenBank. The analysis indicates t hat t he Pilin Subunit gene has been

cloned successf ully.

Key words : X enorhabd us nem atop hi us YL001 ; Pilin Subunit ;gene cloning ;characterization analysis

　　昆虫病原线虫共生菌是寄生于昆虫病原线虫肠

道内的一种细菌 ,革兰氏染色呈阴性 ,属肠杆菌科细

菌[1 ] 。共生菌与线虫之间的关系可以概括为 :线虫

携带共生菌进入寄主昆虫体内 ,并释放到昆虫的血

腔中 ;共生菌在昆虫血腔内繁殖 ,产生杀虫活性极高

的蛋白毒素 ,使昆虫患败血症 ,一般在 48 h 内死

亡[223 ] 。由于这类杀虫毒素蛋白具有高效、杀虫谱广

和杀虫迅速等诸多优点[425 ] ,从共生菌中克隆杀虫毒
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素基因用于转基因抗虫作物的开发 ,以延缓害虫对

转 Bt 基因抗虫作物产生的抗性[6 ] ,已成为当今的研

究热点。

据 Khandelwal 等[7 ]报道 ,昆虫病原线虫共生菌

X enorhabd us nem atop hi l us 中的菌毛蛋白亚基 ( Pi2
lin Subunit)对棉铃虫具有口服毒性。YL001 是西

北农林科技大学无公害农药研究中心分离得到的一

株有较强杀虫活性的线虫致病杆菌属 ( X enorhab2
d us nem atop hi l us) 细菌 ,本研究以此为材料对毒素

蛋白基因进行了克隆 ,以期为构建新型转基因工程

菌和转基因植物提供基因材料。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　菌株和质粒 　X enorhabd us nem atop hi l us

YL001 由西北农林科技大学无公害农药研究服务

中心提供。转化受体菌 E. col i. D H5α由西北农林

科技大学植保资源与病虫害防治教育部重点实验室

保存。

1. 1. 2 　主要试剂 　T aq DNA 聚合酶购于华美生物

工程公司 ;克隆载体 p GEM2T Easy、PCR 相关试

剂、限制性核酸内切酶、分子质量 Marker、Agarose

Gel DNA Purification Kit 试剂盒等均购自上海生

物工程公司 ; IP T G、X2Gal 和氨苄青霉素等均购自

Amersco 公司。

1. 2 　方 　法

1. 2. 1 　共生菌基因组 DNA 的提取 　将 - 70 ℃保

存的共生菌涂布于 NB TA 平板[8 ] 上 ,28 ℃培养 48

h ,挑取一个初生型单菌落接种到 5 mL LB 培养基中 ,

28 ℃200 r/ min 震荡培养至 A600约为 1. 5 ,取1. 5 mL

至 EP 管 ,12 000 r/ min 离心 2 min ,去上清[9 ] ,参照

Brunel 等[10 ]的方法提取共生菌基因组 DNA。

1. 2. 2 　引物的设计和合成 　根据 GenBank 收录的

序列号为 A Y140909 的基因序列 ,参考 Khandelwa

等[7 ] 的方法设计引物。其序列为 : P1 : 5′2 GCG

GA T CCA T GA AAC T TA ACA CAA T T G GC2
3′; P2 : 5′2GCA A GC T TA A GG TA G T T G A GA

GT G AA G T T G23′。2 个引物分别含酶切位点

B am H Ⅰ和 Hi nd Ⅲ,均由上海生物工程公司合成

以用于 PSYL001 基因的克隆 ,预计扩增片段的大小

为 537 bp 。

1. 2. 3 　PCR 扩增 　扩增反应体系以共生菌总

DNA 为模板。取 DNA 模板 4μL ,上下游引物 (10

p mol/ L ) 各 2 μL , 10 mmol/ L dN TP Mix 1 μL ,

10 ×Reaction Buffer (Mg2 + f ree ) 5μL ,2. 5 mmol/ L

Mg2 + 5μL ,3 U/μL Polymerase 1μL ,加 Nulease2
Free dd H2 0 至 50μL ,混匀瞬间离心后进行热循环。

扩增条件为 :94 ℃预变性 3 min ;94 ℃变性 1 min ,

52 ℃退火 40 s ,72 ℃延伸 40 s ,31 个循环 ;72 ℃再

延伸 15 min ,于 4 ℃保存。用 7 g/ L 琼脂糖进行电

泳分析 ,Bio Rad Ge lDoc2000 凝胶成像仪成像。扩

增产物的回收纯化参照 Ta KaRa 公司的 Agarose

Gel DNA Purification Kit 试剂盒说明书进行。

1. 2. 4 　基因的克隆、筛选与鉴定 　按 p GEM2Teasy

克隆载体试剂盒的操作说明进行操作 ,用回收的

PCR 产物和 p GEM2T Easy 克隆载体连接 ,转化大

肠杆菌 D H5α,用含 IP T G、X2Gal 和氨苄青霉素的

平板筛选克隆子 ,重组克隆用 B am H Ⅰ、Hi nd Ⅲ双

酶切和单酶切 ,PCR 验证。质粒的提取、酶切、感受

态细胞的制备及转化参考文献[ 11 ]的方法进行。

1. 2. 5 　序列测定与分析 　提取克隆子质粒 ,由上海

博亚生物技术有限责任公司进行测序 ,基因序列用

在线 (www. ncbi. nlm. nih. gov) BL AST 软件、EBI

(www. ebi. ac. uk) ClustalW 软件及和 DNASIS 分

析软件进行同源性比较分析。

2 　结果与分析

2. 1 　菌毛蛋白亚基基因的克隆和鉴定

扩增产物经 7g/ L 琼脂糖电泳检测 ,获得 1 条约

537 bp 的条带 ,与预计大小相符 (图 1) 。将扩增出

的目的基因用 DNA 快速回收试剂盒回收 ,电泳检

测纯度。将纯化的产物与 p GEM2T Easy 载体连接

转化 D H5α感受态细胞 ,挑取白色菌落在含有 100

μL/ mL 氨苄青霉素的 LB 培养液中培养 ,提取质

粒 ,对重组质粒 p GEM2PSYL001 进行双酶切鉴定 ,

酶切鉴定结果 (图 2) 与 PCR 产物一致 ,初步分析所

得重组质粒含有目的基因。由设计的引物扩增阳性

克隆获得 1 条 537 bp 左右的片段 ,进一步认定插入

的是目的基因。

2. 2 　核苷酸序列分析

重组质粒 p GEM2PSYL001 的序列测定表明 ,

PSYL001 基因 (含起始密码子和终止密码子) 大小

为 537 bp ,由 DNA 序列推导的氨基酸为 179 个。

经 DNASTAR 软件分析 ,预测其蛋白分子质量为

18. 9 ku , p I = 6 . 94。与已报道的该属菌毛蛋白亚基

序列 (A Y140909)相比 ,该核苷酸序列与其的同源性

为 99 % ,仅 91 位 ( G→A) 、221 位 (A →G) 、528 位 (N

→C) 3 个核苷酸发生了变异。二者理论氨基酸序列
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的同源性为 98 % ,仅有 31 位 ( Thr →Ala) 、74 位

(Arg →L ys) 2 个氨基酸的差别 ,具体如图 3 所示 (其

中 A :DQ537944 ;B :A Y140909) 。该基因已在 Gne2
Bank 中注册 ,登录号为 DQ537944。

图 1 　PSYL001 的 PCR 扩增产物

M. DNA 标准 DL2000 ; 1. PCR 产物

Fig. 1 　PCR amplification of PSYL001

M. DNA Marker DL2000 ;1. PCR product

图 2 　重组质粒 p GEM2PSYL000 的限制性内切酶鉴定

M. DNA 标准 DL2000 ;1. 重组质粒 B amH Ⅰ酶切结果 ;

2. 重组质粒 B amH Ⅰ/ Hind Ⅲ酶切结果

Fig. 2 　Restriction digestion of recombinant plasmid

p GEM2PSYL001

M. DNA Marker DL2000 ;1. Recombinant plasmid cut by B amH Ⅰ;

2. Recombinant plasmid cut by B amH Ⅰ/ Hind Ⅲ

图 3 　氨基酸序列的比对结果

Fig. 3 　Contrast result of amino acid sequence

3 　讨　论

为保证 SP YL001 基因正确克隆入 p GEM2T

Easy 载体 ,试验中引物设计时除了引入合适酶切位

点外 ,还设计了保护碱基并且注意使目的基因处于

正确的阅读框架 (ORF) 内 ,为下一步进行表达打下

了基础。

本研究首次在国内从陕西杨陵筛选的昆虫病原

线虫分离鉴定的 X enorhabd us nem atop hi l us YL001

中克隆出了菌毛蛋白亚基 PSYL001 ,从测序结果

看 ,其与已报道的 GenBank 登陆号为 Y140909 基

因的同源性为 99 % ,推导理论氨基酸与其同源性为

98 %。A Y140909 基因所表达的亚基已被证明对棉

铃虫具有口服毒性[7 ] 。PSYL001 基因的克隆及在

GenBank 中的注册登陆 ,为构建新型转基因工程菌

和转基因植物提供了基因材料。关于其杀虫毒性将

是下一步研究的重点。
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土壤贫瘠和肥力水平低的主要根源。

3 　结　论

由本研究结果可知 ,黄土高原南部旱作农地土

壤有机碳和氮主要分布在 < 50μm 的粘粒和粉粒

中 ,分别占土壤有机碳、氮总量的 97. 07 % 和

85. 25 % ;不同颗粒级中有机碳、氮含量和有机 C/ N

均以粘粒最高、粉粒次之、砂粒最小。随农地土壤侵

蚀量的增加 ,土壤和土壤各粒级中有机碳、氮含量均

呈减小趋势 ;而随着土壤侵蚀强度的增加 ,土壤粘粒

中有机 C/ N 逐渐增加 ,砂粒中有机 C/ N 逐渐减小。

不同粒级中有机碳、氮含量与坡地多年平均产沙量

间存在显著和极显著相关性。由于黄土颗粒组成以

粘粒和粉粒为主 ,且自身对养分的固持能力强 ,在暴

雨产沙过程中 ,大量携带养分的细小颗粒流失 ,成为

导致该区土壤肥力水平低的根源。
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