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摘要 XnBP83是从 Xenorhabdus nematophila BP基因组粘粒文库中筛选出的一个对棉铃虫有较强口服杀虫活性的克隆．采用
亚克隆结合 primer-walking DNA测序技术对粘粒 XnBP83的插入片段进行序列测定．该插入片段全长 38 939 bp，其中包括 5
个与杀虫活性相关的 tc 类基因 xptA1、xptB1、xptC1、xptA2、 xptD1．序列分析显示：a．插入片段中的 xptD1不完整，与
X. nematophila PMFI296 XptD1相应氨基酸序列有 99%的相似性． b．BP xptA1读码框全长 7 569 bp,编码 2 520个氨基酸，与
PMF1296的 XptA1氨基酸序列有 98%的相似性,两者在第 2 200～ 2 223氨基酸区域连续有 23个氨基酸不同． c．BP xptB1读
码框全长 3 051 bp，编码 1 016个氨基酸，与 PMF1296 XptB1氨基酸序列有 98%的相似性，在第 620～ 650氨基酸之间有 28
个氨基酸差异． d．BP xptC1读码框全长 4 225 bp，编码 1 408个氨基酸，与 PMF1296 的 XptC1氨基酸序列有 96%的相似
性．在 BP的第 232氨基酸后插入了一个 TAQRYLAK的氨基酸序列，在第 627～ 646氨基酸区域内，有 18个氨基酸不同．
e．BP xptA2 读码框全长 7 574 bp，编码 2 524 个氨基酸，与 PMF1296的 XptA2 氨基酸序列有 90%的相似性，在 BP品系
XptA2的第 788～ 855氨基酸和第 1 630～ 1 784氨基酸有两个明显变异区．将 XnBP83培养物上清和沉淀饲喂棉铃虫、甜菜
夜蛾、斜纹夜蛾和粉纹夜蛾，结果表明 XnBP83对所测昆虫有广谱杀虫活性．
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转基因抗虫植物是近年来生物技术发展所带来

的一项有效的害虫防治新技术．目前，成功地转入

作物 的几 乎均 是 苏 云 金芽 孢 杆 菌 (Bacillus
thuringiensis，Bt)芽孢期产生的杀虫晶体蛋白基因，
尽管苏云金芽孢杆菌及其产生的毒素对多种昆虫及

其他有害生物有较强的毒性，但苏云金杆菌长期的

大规模应用，以及在转基因植物中表达这些毒素导

致了昆虫抗性的产生[1]，因而寻找和克隆新的杀虫

毒素基因以开发新型抗虫植物，有助于延缓害虫对

转 Bt基因抗虫作物的抗性压力，扩大转基因抗虫
作物的抗虫谱[2]．

昆虫病原线虫共生菌是存在于昆虫病原线虫

(entomopathogenic nematodes, EN)肠道内的一类细
菌 ， 革 兰 氏 染 色 阴 性 ， 属 肠 道 杆 菌 科

(Enterobacteriaceae)．现已描述的共生菌有两个属：

致 病 杆 菌 属 (Xenorhabdus) 和 发 光 杆 菌 属
(Photorhabdus)，其中，Xenorhabdus 与斯氏属线虫
(Steinernema)共生，Photorhabdus 与异小杆属线虫
(Heterorhabditis)共生[3]．由于线虫 - 共生菌复合体
具有杀虫能力强、杀虫谱广的优点，已成为引人注

目的新型生物杀虫剂，在线虫 -共生菌复合体中起
关键作用的主要是共生菌．这类细菌随其共生线虫

进入昆虫体内后，分泌杀虫毒素，在短时间内使昆

虫致死．对这类杀虫毒素的深入研究有助于将其基
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因转入植物，或者构建高效表达系统生产杀虫毒素

直接应用于害虫防治．目前已报道的昆虫病原线虫

共生菌毒素基因主要有在基因组中成簇分布的 tc
类基因[4, 5]和散在分布的毒素单基因[6, 7]．

Morgan 等 [4]从 X. nematophilus PMFI296 中克
隆到的毒素基因簇有多个开放读码框，集中在一个

约 40 kb的区域内．Sergeant等[5]研究发现，不同基

因的组合对不同的昆虫发挥毒杀作用．在国内，崔

龙等构建了昆虫病原线虫共生菌 X. nematophilus
BP品系的粘粒文库，并用生物测定的方法从中筛
选到 1个对棉铃虫初孵幼虫有较强口服杀虫作用的
克隆 XnBP83，初步研究结果显示，该粘粒有 5个
与杀虫活性有关的基因 [8, 9]．但这些基因的序列、

与已报道基因的差异及对其他昆虫的杀虫活性尚不

清楚．本文提取了粘粒 XnBP83质粒 DNA构建亚
克隆，用 walking primer法测序，PCR测序法补充
和验证，完成了粘粒 DNA 插入序列 38 939 bp的
序列测定与分析，并对该克隆的杀虫活性进行了

测定．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 质粒、菌株、粘粒文库．粘粒载体 pWEBTM

购自 Epicentre 公司；质粒载体 pBluescript M13、
克隆载体 pMD18-T 购自 Takara 公司；大肠杆菌
EPI100由 pWEBTM cosmid cloning Kit (Epicentre)提
供；E. coli TG1为本实验室保存．X. nematophilus
BP基因组粘粒文库：由本实验室构建[8, 9]．XnBP83
是从该文库中筛选出的一个对棉铃虫有较强口服杀

虫活性的克隆．

1援1援2 酶和抗生素．Taq DNA聚合酶、限制性内
切酶、T4 DNA连接酶、氨苄青霉素、购自 Takara
公司；碱性磷酸化酶购自 Promega公司．
1援1援3 昆虫．鳞翅目棉铃虫(Helicoverpa armegera)、
甜菜夜蛾(Spodoptera exigua)、斜纹夜蛾(S. litura)和
粉纹夜蛾(Trichoplusia ni)初孵幼虫为实验室人工饲
养的健康昆虫．

1援1援4 其他试剂．Gel Extraction Kit及质粒少量提
取试剂盒为 Omega Bio-Tek产品．
1援2 方法

1援2援1 XnBP83 粘粒 DNA 亚克隆的构建． 挑

XnBP83单菌落接种于 Ampr 的 LB 培养基，37℃
培养至 A 600 =1.5 左右，碱法提取质粒 DNA 约
500 ng，用 10 U 的 EcoR玉进行酶切，同时用
EcoR玉对 pBluescript M13载体进行酶切．1%琼脂
糖电泳，割胶回收 XnBP83 粘粒 2 kb以上的酶切
片段及载体的酶切片段．pBluescript M13酶切片段
消化完全后，用酚∶氯仿抽提，乙醇沉淀 DNA后
回收，再用 CIP去磷酸化．XnBP83粘粒的 EcoR玉
酶切片段与末端去磷酸化的 pBluescript M13 EcoR玉
酶切片段 1∶2混合，45℃温育 5 min，加入适量的
反应缓冲液和 T4连接酶，16℃连接过夜，次日转
化大肠杆菌 TG1构建亚克隆．挑取阳性克隆提取
质粒进行酶切鉴定．

1援2援2 XnBP83粘粒 DNA的序列测定．将鉴定正
确的亚克隆送上海 Invitrogen公司用 primer-walking
方法进行测序，每个碱基重复 3 次．根据 5忆至
3忆、 3忆至 5忆方向信息，各个 contig拼接为一个连续
片段．据粘粒亚克隆已测序列、粘粒载体序列、

X. nematophila PMFI296 (GenBank accession No.
AJ308438) 等设计引物 (表 1)．以 XnBP83 粘粒
DNA为模板进行 PCR扩增，验证和补充亚克隆所
测序列．

1援2援3 粘粒 XnBP83 序列分析．应用计算机软件
DNASIS、DNASTAR、NTI9.0、GenDoc、Clustal X
和 Clustal W 对所测 DNA 序列进行读码框 (open
reading frame，ORF)分析，片段或全长 DNA酶切，
同源序列比较等．各 ORF 推衍氨基酸序列使用
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)进行在线分
析，寻找同源蛋白．

1援2援4 粘粒克隆 XnBP83 的口服杀虫活性．挑
XnBP83单菌落接入 LB液体培养基中，28℃振荡
培养至 A 600约 1.5，取 1 ml培养液离心，上清液用
干冷风浓缩到 200 滋l后加入 1.5 g半固体的人工饲
料中，细胞沉淀则用 PBS溶液洗 2次，经超声波
破壁后混入 1.5 g半固体的人工饲料中．平均分成
30份到多孔板，分别将试虫棉铃虫(H. armegera)、
甜菜夜蛾(S. exigua)、斜纹夜蛾(S. litura)、粉纹夜
蛾(Trichoplusia ni)接入，加盖，在 28℃下培养．记
录 96 h死亡率用转入 pWEBTM的 E. coli EPI100作
对照．
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Table 1 PCR primers used for amplification

Primers Primer sequences Predicted length/bp Amplified length /bp

M13-F1xptD1-F 1 851 877
F1xptD1-R

F2xptD1- F 5忆 GGTACCAGCCCTGATATTCTGCTCG 3忆 2 054 1 989
xptD1-R 5忆 AAGCTTTCAGTTAGAATTGTCTTGTTTT 3忆
Chi htr- F 5忆 GGATCCAACAAGACAATTCTAACTG 3忆 3 474 3 530

Chi htr- R 5忆 AAGCTTGAAATTAAAACAAACGG 3忆
Ist- F 5忆 CTGCAGCAGAATTTATTTACTATAT 3忆 3 001 1 840

Ist- R 5忆 CTCGAGACAGTTCATTAACTTTTATC 3忆
F1 xptA1-F 5忆 GGTACCATGATAAAAGTTAATGAACTGTTAG 3忆 3 573 3 651

F1 xptA1-R 5忆 GAGCTCCAGCTGCCATCATAACGAATAT 3忆
F2 xptA1-F 5忆 CTGATTATATATTAAAACTGTCACAT 3忆 1 791 1 873

F2a xptA1-R 5忆 CCATGGGTTCAGTGTTATTTTTC 3忆
F2b xptA1-F 5忆 TAACACTGAACCCATGGATTTCAAC 3忆 2 441 2 826

F2 xptA1R 5忆 CTCGAGCGCTAGCCGGGTTACCTG 3忆
xptB1-F 5忆 GGATCCATGAAGAATTTCGTTCACAG 3忆 3 045 3 051
XptB1-R 5忆 CTGCAG TTATGCTTCGGATTCATTATGA 3忆
P1 C1B1 5忆 GGATCCAAAGTCATGGCGCGCCTGAAAC 3忆 417 422

P2 C1B1 5忆 AAGCTTGTCTGACCACGGTTGTCCAGTA 3忆
P1 xptC1(ab) 5忆 GGATCCACACCCTTTATTCCATTATC 3忆 674 674
P2 xptC1(ab) 5忆 AAGCTTGTTCCCATATTGTTATTGAC 3忆

retro-F 5忆 GAATTCGTAATCGATATTGTGTCAT 3忆 3 128 3 006
retro-R 5忆 AAGCTTACGATCCATTTGAAAAAAGT 3忆
phage-F 5忆 AAGCTTCTTTTCGATAACCTGTCCTG 3忆 469 5 352

phage-R 5忆 CTCGAGATTCGCGGCCGCATAATAC 3忆

5忆 CTGCAGCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3忆
5忆 GGTACCCAGTAACATATTGACGGAGT 3忆

2 结 果

2援1 粘粒 DNA的酶切分析及亚克隆的构建
XnBP83 粘粒 DNA 经 EcoR玉酶切(图 1a)后，

回收 2 kb 以上片段，连接到 pBluescript M13 上，
构建亚克隆进行序列测定．各亚克隆分别命名为

pSub17 k、pSub8 k、pSub5 k、pSub2.7 k、pSub2.3 k、

pSub2 k．将这些重组质粒转化大肠杆菌 TG1，在
pSub2.7 kb中挑到两个大小接近的克隆，共得到 7
个亚克隆．回收 17 kb片段经 Kpn玉酶切后，再次
亚克隆．重组质粒的酶切鉴定如图 1b．经酶切结
果显示，各亚克隆均得到了与预期大小相似的

DNA片段及载体片段．

Fig. 1 Restriction analysis of cosmid DNA and recombinant vector
(a) Restriction analysis of cosmid DNA. M: 姿-EcoT14玉 digest; 1: XnBP83． (b) Restriction analysis of the recombinant vector in subclones.

M: 姿-Hind芋 digest; 1: pSub17k; 2: pSub2.7k1; 3: pSub5k; 4: pSub8k; 5: pSub2.3k; 6: pSub2.7k2; 7: pSub2k.

M 1 2 3 4 5 6 7M 1
19 329
7 743
6 223
3 472

2 690

1 882
1 489 2 027

2 322

6 557
9 416

4 361

23 130

bpbp
(a) (b)
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2援2 粘粒 DNA各片段的 PCR扩增和克隆
经 PCR鉴定，各 PCR产物大小与在亚克隆中

所测相应序列大小一致．但与 X. nematophilus
PMFI296相比，在 phage 下游序列比 PMF1296 相
应序列大 4 kb左右，在 htran与 xptA1之间序列比
相应序列小约 1 kb．其余片段大小与之相似．将
PCR产物克隆到 pMD18-T，得到的重组质粒载体
命名为 pTN，N为片段名称，重组质粒的酶切鉴
定，所得片段与预期大小一致．

2援3 XnBP83粘粒 DNA序列测定及分析
经酶切鉴定正确的亚克隆及 PCR片段的克隆

送上海 Invitrogen公司测序，测定结果经拼接，粘
粒 DNA插入片段全长 38 939 bp(除去粘粒载体序
列)．含有 xptA1、xptB1、 xptC1、xptA2完整编码
序列和 xptD1的部分编码序列．XnBP83插入片段
与 X. nematophilus PMFI296 基因序列比对及网上
BLAST 结果显示，两者有如下差异 (图 2)：
a．XnBP83 中 xptD1 不完整，仅为 2 731 bp，比
XnPMF1296相应序列 3 840 bp少了 1 109 bp；b．

在 XnBP83 htran 基因 (putative transposase)下游，
xptA1 上游没有 1 043 bp 的 ist 基因 (insertion
sequence transposae)；c．在 X. nematophilus BP 的
xptA2 基因内存在两个重要的变异区域；d．在
XnBP83的 362 bp的 retro基因(putative retransposase)
下游有 126 bp 的序列与 P. luminescens TT01 的
plu0404基因(480 bp，功能未知)中的 126 bp 序列
有 81%相似性，将该段 DNA所在 ORF(1 216 bp)命
名为 splu (similarity to plu0404)；e．X. nematophilus
PMFI296的 phage基因可能不完整，仅为 471 bp，
而 BP的相应序列后的 500 bp (PMF没测到该序列)
与 phage putative primase 基因仍有 81%以上的相似
性；f．在 XnBP83 phage 基因的下游有一个 ORF
内有两个长度分别为 35 bp 和 22 bp 的片段与鼠
(mouse)第 8 和第 4 染色体上的两序列有 91%和
100%的相似性，但功能未知．在所有 ORF中，与
杀虫活性密切相关的基因只有 xptD1、 xptA1、
xptB1、xptC1、xptA2，这 5个基因与 X. nematophilus
PMFI296相应基因比较见表 2．

XnBP83粘粒中的 xptD1不完整；BP XptA1在
第 2 200～2 223氨基酸区域连续有 23个氨基酸与
PMF 1296的 XptA1 不同；BP XptB1 第 620～650
氨基酸之间有 28 个氨基酸变异；在 BP XptC1的
第 232氨基酸后插入了一个 TAQRYLAK的氨基酸
序列，在第 627～646氨基酸区域内与 PMFI296的
XptC1有 18个氨基酸差异．在 BP品系 XptA2的
第 788～855氨基酸和第 1 630～1 784氨基酸有两
个明显变异区．粘粒 XnBP83中这 5个与杀虫活性
相关的基因均与 P. luminescens 的某些 Tc毒素基因

有 40%以上的相似性．且与 Yersinia, Pseudomonas,
Burkholderia等细菌的杀虫毒素有不同程度的相
似性．

2援4 粘粒克隆 XnBP83的口服杀虫活性
粘 粒 克 隆 XnBP83 对 鳞 翅 目 棉 铃 虫

(H. armegera)、甜菜夜蛾 (S. exigua)、斜纹夜蛾
(S. litura)和粉纹夜蛾(T. ni)初孵幼虫的口服生物测
定结果显示(表 3)，XnBP83是对所测鳞翅目昆虫
有广谱杀虫活性的克隆．

Fig. 2 Genomic organization of the XnBP83 loci compared to XnPMF1296 loci
(a) XnBP83; (b) XnPMF1296 (GenBank accession No. AJ308438).

(a)

(b)

xptD1 chi htran xptA1 xptB1 xptC1 xptA2 retro phage mousplu

xptD1 chi htran xptA1 xptB1 xptC1 xptA2 retro phageist

Table 2 Insecticidal genes from XnBP83 compared to insecticidal genes from XnPMFI296
Insecticidal

gene of BP

Length of

nucleotides/bp

Length of amino

acids

Amino acid dentity to

PMF1296/%

Different amino acid sites to

PMF1296
xptD1 2 731 892 99 Incomplete
xptA1 7 569 2 520 98 2 200～2 223
xptB1 3 051 1 016 98 620～650
xptC1 4 225 1 408 96 8 amino acids downstream to 232nd; 627～646

xptA2 7 574 2 524 90 788～855; 1 630～1 784
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1)Standard error of the mean. Values are an average from three independent experiments; each experiment was performed on 30 larvae.

Table 3 Oral toxicity of XnBP83 or EPI100 (pWEBTM) supernatant and sediment against Lepidopteran insect neonate
Average mortality of supernatant /% Average mortality of cell sediment /%

T. ni H. armegera S. litura S. exigua T. ni H. armegera S. litura S. exigua

XnBP83 17.50依0.791) 48.33依1.54 20.03依1.85 42.50依2.04 30.00依1.07 35.83依1.36 34.67依1.29 42.50依2.04

EPI100 8.57依0.421) 2.50依0.11 7.50依0.25 5.01依0.26 0.04依0.01 2.50依0.07 2.14依0.02 9.160依0.54

P < 0.05 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

3 讨 论

一个杀虫毒素基因是否可用来开发转基因抗虫

作物，关键在于该基因的表达产物是否有口服毒

性．Waterfield等[10]研究发现，P. luminescens W14
三个基因 tcaA，tcdB 和 tccC 联合表达对 M. sexta
有口服毒性．Morgan等[4]也发现，X. nematophilus
PMFI296的 xptA1， xptB1和 xptC1 对于表达具有
口服毒性的杀虫毒素也是必需的．虽然 xptA1的单
独表达产物也具有一定的口服毒性，但毒性却大为

降低．XnBP83 是从 X. nematophilus BP 的基因组
粘粒文库中筛选到的一个对棉铃虫有较强口服活性

的克隆．本文生物测定结果显示，XnBP83对所测
鳞翅目昆虫有广谱杀虫活性． 崔龙等 [9]根据

X. nematophila PMFI296 的 xptA 1, xptB1、 xptC1、
xptD1和 xptA2基因设计了 5对引物，分别扩增这
5个基因内的 237~450 bp的片段．据扩增的片段分
析，初步认为 XnBP83具有 3个表达口服毒性所必
需的基因 xptA1， xptB1 和 xptA2．XnBP76 缺少
xptA2引物扩增的片段，推测 xptA 2的缺失或部分
缺失可能与 XnBP76的杀虫活性降低有关．虽然初
步确定 XnBP83具有 3个表达口服毒性所必需的基
因 xptA1, xptB1 和xptA2，但 PCR扩增的产物只是
各基因中不到 500 bp的片段，各基因内部是否有
部分缺失，或是变异，还必须测定粘粒克隆

XnBP83的 DNA全序列，而且要进一步研究各毒
素基因之间的相互关系及各自的生物学功能，也必

须测定粘粒 DNA 全序列，为此我们进行了粘粒
XnBP83全序列测定．
粘粒克隆 XnBP83的杀虫毒素基因较集中，集

中在一个长度为 38 939 bp的序列中，含有 xptA1、
xptB1、xptC1、xptA2 的完整编码序列和 xptD1 的
部分编码序列 援这些基因推衍的氨基酸序列与

X援 nematophila PMFI296相应基因产物的相似性均
达 90%以上．但我们发现同一种共生菌的不同品
系同一基因产物，基本均有一段变异区，这些变异

区域的存在可能就是导致它们对昆虫的杀虫活性不

同的一个重要原因．

Sergeant等研究发现，X援 nematophila PMFI296
的基因组片段中 xptA 1、xptB1、xptA2和 xptC1四
个基因对三种重要昆虫：大菜粉蝶 (Pieris
brassicae)， 小 菜 粉 蝶 (P. rapae)， 烟 草 夜 蛾
(H. virescens)的杀虫活性是必需的．不同基因的组
合与其发挥杀虫活性的昆虫种类不同． xptA1，
xptB1和 xptC1的共表达对大菜粉蝶(P援 brassicae)和
小菜粉蝶(P援 rapae)发挥杀虫活性．而 xptB1，xptA2
和 xptC1 三个基因联合表达是对烟草夜蛾
(H援 virescens)具有杀虫活性所必需的．各个基因单
独表达，则只能检测到较低水平的杀虫活性．如将

xptB1和 xptC1在 E. coli中联合表达的细胞裂解物
与 xptA1的表达产物混合，则恢复了对大菜粉蝶
(P援 brassicae)和小菜粉蝶(P援 rapae)的杀虫活性．同
样 xptB1 和 xptC1 联合表达的细胞裂解物与xptA2
表达产物混合则恢复了对烟草夜蛾(H. virescens)的
杀虫活性．在 X. nematophilus PMFI296的四个基因
中，单个基因受破坏会使杀虫活性降低．因

xptB1、xptC1 和 xptA2是作为一个操纵子(operon)
表达的，xptC1或 xptA2的失活，会导致下游基因
的沉默援而 xptA1是作为一个单基因而表达的．两
个三基因的产物结合，相互作用产生了较强的杀虫

活性[5]．

崔龙等 [11]构建了 xptC1 的表达载体 pQE-C1，
在大肠杆菌M15表达出约 150 ku的融合蛋白．将
诱导表达的细胞沉淀经超声波破碎后混入人工饲料

饲喂棉铃虫初孵幼虫,结果表明对棉铃虫无明显口
服毒力．对 X援 nematophilus单基因表达产物的杀虫
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活性也有不同的报道．Lee等[12]构建了 xptB1的表
达载体，在 E. coli中的表达产物对大蜡螟有较强
的杀虫活性．崔龙等 [8]从 X援 nematophilus BP构建
的粘粒文库筛选到的粘粒克隆除了 XnBP83对棉铃
虫有较强口服活性外，还有具有不同杀虫活性的

XnBP76、XnBP203、XnBP378、XnBP414 等四个
克 隆 ． 根 据 X援nematophilus PMFI296 xptD1、
xptA1、xptB1、xptC1、xptA2序列分别设计引物进
行 PCR扩增，XnBP76中未扩增到 xptA 2基因，因
此初步认为，XnBP76由于缺失 xptA2基因，对棉
铃虫的杀虫活力大幅度下降，在高浓度的细胞存在

下，仅能抑制棉铃虫的生长，XnBP203 中未扩增
到 xptC1 和 xptA2，则杀虫活力完全丧失，而
XnBP378和 XnBP414缺失了 xptD1和 xptA1两个
基因中的 1个或全部缺失，对其杀虫活力影响很
小．这些缺失了一个或两个基因的粘粒克隆对其他

昆虫的杀虫效果尚不清楚，各个基因之间的相互关

系等均有待进一步研究．

Waterfield等[10]研究发现，P援 luminescens W14
有 4 种毒素复合体基座 (toxin-complex loci)，即
tca、 tcb、 tcc 和 tcd． tca 的产物对烟草天蛾
(Manduca sexta)有较强的口服活性[13]. Duchaud等[14]

测定了 P援 luminescens TT01的全基因组序列，含有
tcc、tcd基座，以及不完整的 tca基座和 5个其他
的 tc 基因．本文 BLAST结果显示，粘粒 XnBP83
的 5个重要的杀虫毒素均与 P援 luminescens的 Tc毒
素有 40%以上的相似性，说明它们是一类 Tc-like
毒 素 ． 且 在 Serratia entomo phila、 Y ersinia
frederiksenii、 Pseudomonas syringae、 Burkholderia
pseudomallei 等与昆虫有关的细菌中，均有与
X援 nematophilus BP毒素有一定相似性的杀虫毒素，
这可能是由于毒素基因在相同小生境———昆虫内的

细菌之间迁移的结果．
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Sequence Analysis of Insecticidal Genes From
Xenorhabdus nematophila BP and Insecticidal Activity*
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Abstract XnBP83 is a clone which had oral toxicity to Helicoverpa. armegera screened from the cosmid library
of Xenorhabdus. nematophilus BP. Comsmid XnBP83 was sequenced using a strategy of subcloning and
primer-walking DNA sequencing. The inserted sequences of XnBP83 have 38 939 bp including 5 ORFs that are
associated to the insecticidal activity: xptA1, xptB1, xptC1, xptA2 and xptD1. The results of sequence analysis
showed that: 1) The xptD1 of XnBP83 is incomplete, and shares 99% predicted amino acid sequence identity to
that of X. nematophilus PMFI296. 2) The xptA1 of XnBP83 has 7 569 bp nucleotides, encoding 2 520 amino acids
which shares 98% identical amino acid residues with that of PMFI296. 3) The xptB1 has 3 051 bp nucleotides,
encoding 1 016 amino acids. The XptB1 sequence shares 98% identical amino acid residues with XptB1 of
PMFI296. There are 28 different amino acids from 620 to 650 amino acids. 4) The xptC1 of X. nematophilus BP
has 4 225 bp, encoding 1 408 amino acids. The XptC1 sequence shares 96% identical amino acid residues with
that of X. nematophilus PMFI296. There are 18 different amino acids from 627 to 646 amino acids. The amino acid
sequence with TAQRYLAK was inserted to downstream to 232nd amino acid. And 5) The xptA2 has a length of
7 574 bp, encoding 2 524 amino acids. The XptA2 sequence shares 90% identical amino acid residues with that of
PMFI296. Two distinctly divergence amino acid regions present from 788 to 855 and from 1 630 to 1 784 amino
acids. Oral bioassay of the supernatant and cell sediment of XnBP83 against H. armegera, S. exigua, S. litura, and
T. ni showed that XnBP83 had broad-spectrum insecticidal activity.

Key words sequence analysis, Xenorhabdus, cosmid DNA, insecticidal gene insecticidal activity
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