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蜡样芽孢杆菌 NJSZ-13 中蛋白酶 ATP-α 与

ClpX 的杀线虫活性研究

孙玉凤      谈家金      袁裕超      赵晓佳      叶建仁
（南京林业大学林草学院，南方现代林业协同创新中心，江苏 南京 210037）

摘要:【目的】阐明蜡样芽孢杆菌 NJSZ-13中杀线蛋白酶 ATP-α与 ClpX的杀线分子机制，构建杀线蛋白酶 ATP-α与

ClpX的原核表达载体。【方法】克隆杀线蛋白酶编码基因 atpA 与 clpX，利用基因工程手段对杀线蛋白酶编码基因进行

PCR 扩增，并与载体 pET-21b连接构建重组载体，提取重组质粒转入蛋白表达载体大肠杆菌 BL21（DE3）。利用菌落

PCR和测序验证转化效果。加入 IPTG诱导蛋白表达，使用 Ni-NTA柱进行重组蛋白的纯化，利用 SDS-PAGE与

Western blot验证 ATP-α与 ClpX纯化效果并进行杀线活性测定。【结果】菌落 PCR验证和测序表明，重组载体中含有蛋

白酶编码基因 atpA 与 clpX，且基因序列与参考序列一致，证明目的基因已经成功插入 BL21（DE3）表达载体中。SDS-
PAGE与Western blot验证表明，重组蛋白得到正确诱导与纯化，成功构建杀线蛋白酶 ATP-α与 ClpX的原核表达载体。

杀线活性测定结果表明 ATP-α与 ClpX均具有较强的杀线效果。ATP-α在 72 h达到 66.75% 的杀线率，ClpX在 72 h
达到 75.46% 的杀线率。同时，两个蛋白酶共同作用杀线能力显著增强，24 h便达到 66.32% 的杀线率，72 h杀线率达到

91.01%。【结论】ATP-α 与 ClpX经原核表达及纯化后具有较高的杀线活性，且两者共同处理松材线虫，杀线效果更强，证

明蛋白酶 ATP-α与 ClpX是重要的杀线因子，为设计和筛选杀线药物提供了新的线索和依据。
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Prokaryotic expression of nematicidal proteases ATP-α and
ClpX from Bacillus cereus NJSZ-13

Sun Yufeng　Tan Jiajin　Yuan Yuchao　Zhao Xiaojia　Ye Jianren
(Co-Innovation Center for the Sustainable Forestry in Southern China, College of Forestry and Grassland, Nanjing Forestry

University, Nanjing 210037, Jiangsu, China)

Abstract: [Objective] In order to elucidate the molecular mechanism of nematicidal proteases ATP-α and
ClpX in Bacillus cereus NJSZ-13, prokaryotic expression vectors of nematicidal proteases ATP-α and ClpX
were constructed. [Method] The nematicidase-encoding genes atpA and clpX were cloned, PCR-amplified
the nematicidase-encoding gene by means of genetic engineering and connected with the vector pET-21b to
construct  a  recombinant  vector.  The  recombinant  plasmid  was  extracted  and  transferred  into  the  protein
expression  vector  E.  coli  BL21  (DE3).  The  transformation  effect  was  verified  by  colony  PCR  and
sequencing. IPTG was added to induce protein expression, and the recombinant protein was purified using a
Ni-NTA column. The purification effect of ATP-α and ClpX was verified by SDS-PAGE and Western blot,
and the nematicidal activity was determined. [Result] Colony PCR verification and sequencing showed that
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the  recombinant  vector  contained  protease-encoding  genes  atpA  and  clpX,  and  the  gene  sequence  was
consistent with the reference sequence, proving that the target genes had been successfully inserted into the
BL21  (DE3)  expression  vector.  SDS-PAGE  and  Western  blot  showed  that  the  recombinant  protein  was
correctly  induced  and  purified,  and  the  prokaryotic  expression  vectors  of  nematicide  protease  ATP-α  and
ClpX were successfully constructed. The results of nematicidal activity assay showed that both ATP-α and
ClpX had strong nematicidal effects. ATP-α reached a nematicidal rate of 66.75% at 72 h, and ClpX reached
a nematicidal rate of 75.46% at 72 h. At the same time, the ability of the two proteases working together to
kill the nematodes was greatly enhanced, showing that the nematicidal rate of 66.32% in 24 h and 91.01% in
72  h.  [Conclusion]  ATP-α  and  ClpX  have  higher  nematicidal  activity  after  prokaryotic  expression  and
purification, and the two together have stronger nematicidal effect on B. xylophilus. It is proved that protease
ATP-α  and  ClpX  are  important  killing  factors,  which  provides  new  clues  and  basis  for  the  design  and
screening of killing drugs.
Key words: Bacillus cereus NJSZ-13; Bursaphelenchus xylophilus; ATP-α; ClpX; prokaryotic expression

松材线虫病是由松材线虫 （Bursaphelenchus
xylophilus）引起的一种全球性重大检疫性森林病害，

成灾面积巨大，对我国林业生产和生态环境产生极

大影响，造成巨大经济损失[1]。目前针对松材线虫病

的防治对策包括疫木除治隔离、培育抗病树种、媒介

昆虫防治、化学药剂防治等[2]。利用化学药剂治理松

材线虫病见效快，效果好，但化学药剂易污染生态环

境，且长期频繁使用易使线虫产生抗药性，使得利用

化学药剂治理松材线虫受到一定限制。基于使用药

物治理松材线虫可能引起的环境和健康问题，开发

生防剂控制松材线虫显得尤为重要[3]。各国科学家

开始以真菌、细菌等为研究对象，探索致死松材线虫

的毒力因子。生防细菌可以通过产生毒素、分泌胞

外蛋白酶以及捕食线虫等多种方式杀死松材线虫[4]。

例如苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis）、放线菌

等均能够分泌毒素杀死松材线虫[5−6]，在松材线虫的

防治中得到了广泛的研究和应用。Huang等[7−8]报道

了水解酶参与宿主感染的步骤。Niu等[9−10]研究发现

芽孢杆菌 B16能够分泌丝氨酸蛋白酶 Bace16和中

性蛋白酶 Bae16，均能够破坏线虫体壁，降解线虫体

表角质层。现已发现苏云金芽孢杆菌、坚强芽孢杆菌

（Bacillus firmus）、穿刺芽孢杆菌（Bacillus penetrans）
等多种对植物寄生线虫有拮抗活性的细菌[11]。研究

发现在健康植物体内或植物附近土壤中能够筛选到

对松材线虫具有高效拮抗活性的细菌，李亮亮等[12]

从南京中山陵湿地松（Pinus elliottii）茎部分离到一

株蜡样芽孢杆菌 NJSZ-13，研究表明该菌株对松材

线虫有显著的杀线作用。

本研究从蜡样芽孢杆菌 NJSZ-13与松材线虫

混合后的上清中获得蛋白酶 ATP synthase subunit
alpha（ATP-α）与 ATP-dependent  Clp  protease  ATP-
binding subunit ClpX（ClpX），通过构建蛋白酶编码

基因 atpA 与 clpX 原核表达载体，在大肠杆菌中异源

表达并进行杀线活性测定，以确定 ATP-α与 ClpX
是否具有杀线活性，为全面解析蛋白酶功能提供参

考，也为松材线虫病的生防菌剂研究提供新的思路。 

1   材料与方法
 

1.1    材　料

蜡样芽孢杆菌 NJSZ-13、松材线虫 AMA3、质粒

pET-21b和大肠杆菌（Escherichia coli）DH5α均由南

京林业大学森林病理实验室保存。Ni-NTA 1 mL
购自上海生工生物工程股份有限公司，ECL显影液

购自上海 biosharp公司，质粒提取试剂盒与胶回收

试剂盒购自南京诺唯赞公司，反转录试剂与蛋白表

达载体 BL21（DE3）感受态购自北京全式金生物，

PCR产物纯化试剂盒与感受态制备试剂购自北京

TAKARA生物，一抗 His-Tag（2A8）Mouse  mAb与
二抗 Goat Anti-Mouse IgG-HRP购自上海 ABMART，
限制性内切酶 EcoR V购自北京 NEB公司，细菌

RNA提取试剂盒（Bacterial RNA Kit R6950）购自上

海吉诺生物科技有限公司。 

1.2    方　法 

1.2.1    基因组 RNA 的提取及 atpA 与 clpX 的克隆

提取 NJSZ-13细菌 RNA并反转录合成 cDNA，
以 cDNA基因组为模板，根据基因序列设计 atpA
与 clpX 的特异引物（表 1）并进行 PCR扩增。PCR
反应条件 ： 95 ℃ 预变性 3  min； 95 ℃ 变性 15  s，
61 ℃ 退火 15 s，72 ℃ 延伸 2 min 30 s，共 35个循

环；72 ℃ 彻底延伸 5 min。用 1% 琼脂糖凝胶电泳进

行验证，切取目的片段利用 Vazyme胶回收试剂盒

收集纯化产物。 

1.2.2    原核表达载体的构建

提取载体 pET-21b质粒并使用 EcoR V进行单
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酶切，将 atpA 和 clpX 的 PCR纯化产物与酶切载体

pET-21b连接。制备大肠杆菌 DH5α 感受态，将连接

产物转入感受态细胞中，加入 Luria-Bertani（LB）液
体培养基摇培 1 h后涂布于含有氨苄青霉素（Amp）
的 LB平板上 37 ℃ 培养 12 ~ 16 h，挑取单菌落进行

菌落 PCR鉴定。鉴定正确后送南京思普金生物科技

有限公司测序。提取测序正确的阳性转化子提取重

组质粒，将重组质粒转入蛋白表达载体大肠杆菌

BL21（DE3）感受态细胞中，并在含有 Amp的 LB平

板上 37 ℃ 培养 12 ~ 16 h。挑取阳性菌落进行 PCR
鉴定并送至南京思普金公司测序。 

1.2.3    ATP-α 和 ClpX 的诱导表达

挑取验证正确的阳性菌株接入含 Amp的 LB
液体培养基中，37 ℃、200 r/min的条件下过夜活

化培养。按 1∶50的比例将过夜活化的培养物接入

含 Amp的 LB液体培养基中培养至 OD600 约为

0.4 ~ 0.6，以使大肠杆菌处于最适合表达外源蛋白的

生长状态。向 3瓶菌液中加入异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷 （Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside， IPTG）
至终浓度为 0.5 mmol/L，分别置于 16 ℃、110 r/min
摇培 16 h，25 ℃、180 r/min摇培 12 h，37 ℃、200 r/min
摇培 3 h，诱导蛋白表达。使用细胞破碎仪超声破碎

菌体，分别收集上清和沉淀，沉淀用 1 × PBS缓冲液

重悬，进行 SDS-PAGE验证蛋白表达情况。 

1.2.4    ATP-α 和 ClpX 的纯化

选择最优诱导条件按 1.2.3所述方法进行重组

蛋白的大量诱导，收集诱导后的菌体上清使用 Ni-
NTA蛋白纯化柱进行重组蛋白酶的纯化，并进行

SDS-PAGE验证重组蛋白酶的纯化效果。 

1.2.5    原核表达蛋白酶的 Western blot 鉴定

纯化蛋白酶 ATP-α和 ClpX经 SDS-PAGE后电

转至 PVDF膜，一抗按 1∶5 000 比例稀释，将膜置于

一抗中孵育 1.5 h，结束后 1 × PBST洗涤 3次。二抗

按 1∶10 000比例稀释，将膜浸没于二抗中室温避光

孵育 30 min，结束后 1 × PBST洗涤 3次。将 PVDF
膜平铺于成像仪 X光胶片暗盒中，并滴加 ECL显影

液进行显色。扫描图片，观察结果。 

1.2.6    ATP-α 和 ClpX 杀线活性测定

在 1.5 mL离心管中分别加入 200 μL纯化蛋白

酶ATP-α、ClpX以及100 μL ATP-α与100 μL ClpX的

混合物，随后向每个离心管中分别加入 200 μL松材

线虫虫液（约 2 000条），置于 25 ℃ 黑暗条件下静

置。每隔 24 h从每个离心管中吸取 20 μL（大约 50
条松材线虫）样本，通过显微镜观察线虫的运动状态

来判断其死亡情况（以针持续戳刺不动视为死亡）。

以 1 × PBS为对照处理，每个处理组重复 5次。使

用 SPSS对试验数据进行单因素方差分析，分析各处

理组之间杀线活性的差异。 

2   结果与分析
 

2.1    杀线蛋白酶编码基因 atpA 与 clpX 的克隆

杀线蛋白酶 ATP-α与 ClpX的编码基因 atpA
与 clpX 经 PCR 扩增、连接转化试验和菌落 PCR验

证后结果如图 1、2所示。图 1中经凝胶电泳检测显

示扩增片段位于 1 000 ~ 2 000 bp之间，与 ATP-α 预
测（1 509 bp）符合。未经过 EcoR V酶切的 pET-21b
载体与经 EcoR V单酶切的载体比较显示载体被成

功切开。菌落 PCR产物电泳检测结果显示，条带大

小与 ATP-α克隆片段（1 509 bp）符合。图 2中扩增

片段稍高于 1 000 bp，与 ClpX预测（1 335 bp）符合。

菌落 PCR产物电泳条带与 ClpX克隆片段（1 335 bp）
大小符合。测序结果显示，重组载体中含有 atpA 基

因与 clpX 基因，且基因序列与参考序列一致，表明杀

线蛋白酶 ATP-α与 ClpX的编码基因得到成功克隆。 

2.2    原核表达载体的构建

将转入重组质粒的大肠杆菌BL21（DE3）进行 PCR
菌落鉴定，结果显示条带位置与预期位置一致（图 3）。
将阳性转化子送南京思普金公司进行测序，证明目

的基因已经成功插入 BL21（DE3）表达载体中。 

2.3    ATP-α 与 ClpX 的诱导表达

在16、25、37 ℃ 条件下，原核表达蛋白酶ATP-α与

ClpX均获得表达（图 4）。与对照组相比，目标蛋白

酶 ATP-α和 ClpX分别于 55 kDa和 48 kDa处获得

集中表达。并且ATP-α与ClpX在 16 ℃、110 r/min摇
培 16 h的诱导条件下获得集中表达且包涵体较少。

因此，16 ℃、110 r/min摇培 16 h为最佳诱导条件。 

2.4    ATP-α 与 ClpX 的纯化

将经 IPTG诱导表达后的 ATP-α与 ClpX使用

 

表 1    PCR引物

Tab. 1    Polymerase chain reaction primers

基因名称 Gene name 正向引物 Forward primer 反向引物 Reverse primer

atpA AATGGGTCGGGATCCGAATTCATGAGCATCAGAGCTGA
AGAAATT

TTGTCGACGGAGCTCGAATTCTTCAGAAGCTACGAA
TACTTTC

clpX AATGGGTCGGGATCCGAATTCATGTATTTACATACGATA
CATTTATCGTGTAC

TTGTCGACGGAGCTCGAATTCTGCAGATGTTTTTGTA
TCAAGTACAGTA

注：划线部分为同源臂序列。Note: the underlined part is the sequence of the homologous arms.
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Ni柱纯化后进行 SDS-PAGE电泳检测，结果显示原

核表达蛋白酶 ATP-α与 ClpX 均呈现为单一条带

（图 5），表明 ATP-α与 ClpX得以彻底纯化。 

2.5    原核表达蛋白酶的 Western blot 鉴定

由于所构建的杀线蛋白酶原核表达载体 pET-21b
带有 His检测标记，应用特异性 His标签抗体，通过

 

1 2 1 2 1 23

2 000 bp

5 000 bp

2 000 bp

750 bp

1 509 bp

100 bp

3 000 bp
2 000 bp

1 500 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

1 509 bp

1 000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

a atpA 全长的 PCR 扩增
PCR amplification of the full length of atpA

 b pET-21b 载体过 EcoR V 单酶切验证
 pET-21b vector verified by EcoR V

single digestion

c 菌落 PCR 验证
Colony PCR validation

图 a：1表示 2 000 bp DNA ladder + marker；2表示 atpA 克隆条带。图 b：1表示 5 000 bp DNA ladder + marker； 2表示未经过 EcoR V酶切的

pET-21b载体；3表示经过 EcoR V酶切的 pET-21b载体。图 c：1表示 2 000 bp DNA ladder + marker； 2表示 atpA 转化子（DH5α）。In Fig. a, 1
indicates 2 000 bp DNA ladder + marker, 2 indicates atpA clone band. In Fig. b, 1 indicates 5 000 bp DNA ladder + marker, 2 indicates pET-21b
vector not digested with EcoR V, 3 indicates pET-21b vector digested with EcoR V. In Fig. c, 1 indicates 2 000 bp DNA ladder + marker, 2 indicates
atpA transformant (DH5α).

图 1    ATP-α蛋白编码基因 atpA 基因的克隆

Fig. 1    ATP- α cloning of the protein coding gene atpA
 

2 000 bp
1 335 bp

1 335 bp

1 2 1 2

1 000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

a clpX 全长的 PCR 扩增
PCR amplification of the full length of clpX

b 菌落 PCR 验证
Colony PCR validation

2 000 bp

1 000 bp

500 bp

100 bp

图 a：1表示 2 000 bp DNA ladder + marker；2表示 clpX 克隆条带。图 b：1表示 2 000 bp DNA ladder + marker；2表示 clpX 转化子（DH5α）。In
Fig. a, 1 indicates 2 000 bp DNA ladder + marker, 2 indicates clpX clone band. In Fig. b, 1 indicates 2 000 bp DNA ladder + marker, 2 indicates clpX
transformant (DH5α).

图 2    ClpX蛋白编码基因 clpX 基因的克隆

Fig. 2    Cloning of ClpX protein coding gene clpX
 

2 000 bp
1 509 bp

1 335 bp

1 2 1 2

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

a  atpA 基因菌落 PCR 验证
atpA gene colony PCR verification

b  clpX 基因菌落 PCR 验证
clpX gene colony PCR verification

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp
100 bp

图 a：1表示 2 000 bp DNA ladder + marker；2表示 atpA 转化子 [BL21(DE3)]。图 b：1表示 2 000 bp DNA ladder + marker；2表示 clpX 转化子

[BL21(DE3)]。In Fig. a, 1 indicates 2 000 bp DNA ladder + marker, 2 indicates atpA transformant [BL21(DE3)]. In Fig. b, 1 indicates 2 000 bp DNA
ladder + marker, 2 indicates clpX transformant [BL21(DE3)].

图 3    atpA 与 clpX 在大肠杆菌 BL21(DE3)中的诱导表达

Fig. 3    Inducible expression of atpA and clpX in E. coli BL21(DE3)
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免疫印迹试验对原核表达蛋白酶 ATP-α和 ClpX的

纯化效果进行检测和鉴定。结果显示在全菌裂解液

上清中，ATP-α和 ClpX均有 His抗体检测阳性的目

标蛋白表达，而对照组没有检测出带有 His标签的

阳性蛋白（图 6）。上述结果与 SDS-PAGE的检测结

果相吻合，说明在上述诱导条件下，实现了 ATP-α
和 ClpX的原核表达，且 ATP-α和 ClpX大小分别为

55 kDa和 48 kDa，与预期分子量一致。 

2.6    原核表达蛋白酶的杀线活性测定

使用纯化蛋白酶 ATP-α与 ClpX处理松材线虫，

结果显示，ATP-α与 ClpX在 24 h是杀线率较低，但

仍显著高于对照组 PBS处理的杀线率，随着时间推

移杀线率越来越高，ATP-α在 72 h达到了 66.75%
的杀线率，ClpX在 72 h达到了 75.46% 的杀线率

（表 2），与对照相比差异显著。此外，用两个蛋白酶

 

180 kDa

100 kDa

63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa

17 kDa
11 kDa

a 载体 pET-21b 诱导表达 SDS-PAGE 验证
Vector pET-21b induced expression verified by SDS-PAGE

c ClpX 诱导表达 SDS-PAGE 验证
ClpX-induced expression verified by SDS-PAGE

b ATP-α 诱导表达 SDS-PAGE 验证
ATP-α-induced expression verified by SDS-PAGE

180 kDa

100 kDa

63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa

17 kDa

11 kDa

180 kDa

100 kDa

63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa

17 kDa

11 kDa

M 1 2 3 4 5 6

M 1 2 3 4 5 6

M 1 2 3 4 5 6

M. 蛋白分子量彩虹 marker。 1. 16 ℃ 上清；2. 16 ℃ 沉淀；3. 25 ℃ 上清；4. 25 ℃ 沉淀；5. 37 ℃ 上清；6. 37 ℃ 沉淀。M, protein molecular mass
rainbow marker. 1, 16 ℃ supernatant; 2, 16 ℃ precipitation; 3, 25 ℃ supernatant; 4, 25 ℃ precipitation; 5, 37 ℃ supernatant; 6, 37 ℃ precipitation.

图 4    ATP-α与 ClpX诱导表达 SDS-PAGE分析

Fig. 4    SDS-PAGE analysis of induced expression of ATP-α and ClpX

 

M 1 2

120 kDa

70 kDa

55 kDa

45 kDa

25 kDa

15 kDa

M. 蛋白分子量彩虹 marker；1. ATP-α；2. ClpX。M, protein molecular
mass rainbow marker; 1, ATP-α; 2, ClpX.

图 5    ATP-α和 ClpX的纯化结果分析

Fig. 5    Analysis of purification results of ATP-α and ClpX

 

M 1 2 3

120 kDa

70 kDa
55 kDa

35 kDa

15 kDa

25 kDa

M. 蛋白分子量彩虹 marker；1. ATP-α；2. ClpX；3. 空载体对照。M,
protein molecular mass rainbow marker; 1, ATP-α; 2, ClpX; 3, empty
vector control.

图 6    ATP-α和 ClpX的Western blot检测

Fig. 6    Western blot detection of ATP-α and ClpX
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同时处理松材线虫，杀线能力大大增强，24 h便达

到 66.32% 的杀线率，72 h杀线率达 91.01%。
  

表 2    ATP-α与 ClpX的杀线活性测定

Tab. 2    Determination of nematode activity of
ATP-α and ClpX

处理
Treatment

松材线虫死亡率 B. xylophilus mortality/%

24 h 48 h 72 h

ATP-α 12.33 ± 1.74 c 34.84 ± 2.45 b 66.57 ± 2.13 c

ClpX 18.75 ± 2.17 b 33.34 ± 2.05 b 75.46 ± 2.64 b

ATP-α + ClpX 66.32 ± 1.53 a 74.91 ± 1.57 a 91.01 ± 0.62 a

PBS 2.74 ± 0.56 d 5.91 ± 0.78 c 7.78 ± 1.18 d

注：同列不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）。 Note: the lowercase
letters in the same column indicate significant difference (P < 0.05).
  

3   讨　　论

近年来利用细菌防治松材线虫成为新的突破

口[13]。线虫的角质层是一种坚硬的具有多层细胞外

结构的外骨骼，由结构成分、可溶性蛋白和脂质组

成，是防止松材线虫受到外界损害的有效屏障 [14]。

因此，蛋白酶、胶原酶和几丁质酶等在松材线虫生物

防治中越来越受到重视[15]。据报道，多种细菌能够

分泌蛋白酶或晶体蛋白等毒性物质，对松材线虫有

很好的杀线效果[16]。牛秋红等[17]从土壤样本中分离

得到 6株松材线虫生防细菌，其中菌株 NS-3的上清

蛋白粗提物处理松材线虫 48 h后死亡率达到 100%。
对致病菌而言，宿主免疫应答与蛋白降解系统紧密

联系，蛋白酶一直被认为是致病菌的重要毒力因

子。研究发现结核分枝杆菌可分泌 16类蛋白酶，其

中蛋白酶与结核分枝杆菌的致病性相关[18]。克隆具

有杀线活性的毒性蛋酶编码基因，利用该基因的编

码产物或通过转基因技术来防治线虫，现已成为松

材线虫生物防治中最具前景的一个方面。

蛋白酶 ATP-α与 ClpX最初均发现于大肠杆

菌，分别由 atpA 基因与 clpX 基因所编码，广泛分布

于原核生物和真核生物中[19−20]。atpA 基因突变可导

致细菌中氨基酸的变化[21]。ATP合成酶 F1亚单位

α亚基（ATP-F1-α）可作为感染宿主的感染相关蛋

白，在细菌的毒力和致病性方面起重要作用。鸭疫

里默氏杆菌（Riemerella anatipestifer）中的 ATP-F1-α
蛋白酶可增强细菌的毒力[22]。Clp蛋白酶复合体在

细菌的蛋白质降解和平衡稳定中发挥重要作用[23]。

Clp家族的一些成员已被证明与许多细菌的发病有

关 [24−25]。ClpX是依赖于 ATP的普遍保守的蛋白家

族成员之一，可介导底物的降解[26]。ClpX在调节细

菌毒力表达、能力发展、细菌毒素产生、生物膜形成

和应激反应等方面至关重要，还能够以特定蛋白质

为目标，直接降解蛋白质 [27−28]。对于致病菌而言，

ATP-α与 ClpX是细菌毒力所必需的因子。熊曦[29]

发现蜡样芽孢杆菌中 ClpX能够降解蛋白。Frees等[30]

发现金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）致病性

与其所分泌的蛋白质息息相关，其致病力强弱主要

取决于细菌所产生的毒素和侵袭性酶。ClpX在细菌

的生理和毒力方面具有重要作用，而缺乏 ClpX蛋白

酶的突变体产生的几种胞外毒力因子减少。目前关

于蛋白酶 ATP-α与 ClpX对松材线虫的作用尚未报

道，本研究首次从蜡样芽孢杆菌 NJSZ-13中分离纯

化到两种杀线虫蛋白酶类物质——ATP-α与 ClpX，
分别由 atpA 基因与 clpX 基因所编码。经原核表达

纯化并进行杀线虫活性测定后发现均有较好的杀线

虫作用，两者共同作用于松材线虫后杀线效果更好，

为利用细菌进行高效防治松材线虫奠定了基础。
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