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伯氏致病杆菌 IDP16 蛋白抑制大蜡螟的免疫反应
石怀兴，曾洪梅，邱德文 *

中国农业科学院植物保护研究所，农业部有害生物综合治理重点实验室，北京 100081

摘要:【目的】从伯氏致病杆菌( Xenorhabdus bovienii)胞外组分中分离纯化出能够抑制大蜡螟 ( Galleria
mellonella)免疫反应的一种蛋白，研究其在昆虫病原线虫及其共生菌致病过程中的作用。【方法】采用硫酸
铵沉淀和柱层析的方法对活性蛋白进行分离和纯化，通过体内注射并观察血淋巴黑化进行活性蛋白的筛选;
采用荧光微球和琼脂糖小球评价活性蛋白对血细胞吞噬、包被作用的影响;采用双向电泳结合质谱分析对活
性蛋白进行鉴定，设计引物用 PCR 的方法克隆其编码基因，利用 pET 30a 载体进行原核表达，以亲和层析纯
化重组蛋白。【结果】纯化得到一个昆虫免疫抑制蛋白，命名为 IDP16，该蛋白可显著抑制大蜡螟血淋巴中的
多酚氧化酶活性，降低血细胞的吞噬和包被作用。克隆得到其编码基因并进行了原核表达，重组蛋白仍具有
免疫抑制活性。【结论】伯氏致病杆菌产生的 IDP16 蛋白能够抑制昆虫的免疫反应，在共生菌和宿主昆虫互
作过程中起着重要的作用。
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致病杆菌(Xenorhabdus spp． )是一种共生于昆
虫病原斯氏线虫 ( Steinernema spp． )肠道内的革兰
氏阴性菌，属肠杆菌科［1］。侵染期的线虫进入昆虫
血腔以后，释放其肠道内携带的共生菌，共生菌在宿
主血淋巴中快速繁殖并产生各种毒素蛋白和免疫抑
制因子干扰甚至破坏昆虫的免疫系统，最终将其杀
死［2］。

目前已报道的致病杆菌可产生多种具有口
服［3 － 5］或者注射活性(血腔毒素)［4，6 － 8］的杀虫蛋白

和免疫抑制因子［9 － 12］。这些物质通过降低血细胞

的活力［6］，使血细胞凝集［4］、凋亡和溶解［7，13］来破

坏昆虫免疫系统;或者是通过抑制昆虫体内的磷酸
酯酶 PLA2 的活性来降低血细胞免疫活性［14，10 － 12，15］

和多酚氧化酶的活性［10，15］，有的还能够抑制宿主昆

虫血淋巴中抗菌物质的活性［9］，这些免疫抑制反应

利于共生菌和线虫在昆虫体内的生存繁殖。

昆虫的免疫系统由细胞免疫和体液免疫两部分

组成［16］:细胞免疫主要涉及血细胞的吞噬、包被和

结节作用，体液免疫主要包括抗菌肽的产生和多酚
氧化酶原(proPO)级联反应。病原物侵入昆虫体内
以后，其表面物质被昆虫体内的相关受体识别，引发
昆虫的免疫防御反应，但这两种免疫反应并不是绝
对独立的，而是相互联系、促进和协作。

目前，对伯氏致病杆菌(X． bovienii)产生的杀
虫蛋白和免疫抑制蛋白研究较少，仅有初步分离和

活性测定的报道［17 － 18］。本文从伯氏致病杆菌胞外
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蛋白中分离得到一种能抑制昆虫免疫的蛋白
IDP16，克隆得到其编码基因并在大肠杆菌中表达。
本工作对进一步研究致病杆菌产生的免疫抑制物
质、揭示昆虫病原线虫 － 共生菌复合体的杀虫机制
奠定了重要基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试菌株和昆虫:X． bovienii 分离自本实验
室保存的昆虫病原线虫 S． feltiae SN 品系［19］;大蜡
螟 (G． mellonella) 末龄幼虫为本室饲养。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:PCR 相关试剂及大肠杆菌
感受态购自北京全式金公司;限制性内切酶及连接
酶购自 NEB 公司;PMD 18 － T Simple 克隆载体购自
TaKaRa 公司;DNA 凝胶回收及质粒提取试剂盒购
自 Omega 公司;pH 3 － 10 NL 13cm IPG 干胶条和两
性电解质购自 GE 公司;BCA 试剂盒购自 Pierce 公
司; Fluorescent Microspheres ( 荧 光 微 球 ) 购 自
Invitrogen 公 司; Grace 昆 虫 细 胞 培 养 基 购 自
Applichem 公司;其他生化试剂均购自 Sigma 公司。
Sigma 3 － 18K 型高速冷冻离心机;GE KTA explor
10 层析系统; PROTEAN II xi cell，Mini-Protein 3
cell，iCycler 基因扩增仪和电泳仪均为 BioRad 公司
产品;GE Ettan IPGphor 3 等点聚焦电泳系统;Waters
Synapt HDMS High Definition 质谱仪;岛津紫外分光
光度计 2550;Olympus CK40 荧光倒置显微镜。
1. 2 细菌培养

参照 Yang 的方法［20］，将菌种接种于 NBTA 培
养基平板上，挑取 I 型菌单菌落接入胰蛋白胨大豆
肉汤培养基培养过夜，然后转接于 TSB 培养基中，
振荡培养 48 h。
1. 3 胞外蛋白提取

除非特别标明，以下蛋白提取和纯化过程均在
4℃进行。

将 1. 2 培养的菌液离心弃菌体，然后在上清液
中缓缓加入硫酸铵至 85% 饱和度，过夜沉淀。
12000 × g 离心 20 min 收集沉淀蛋白，然后溶于适
量 20 mmol /L Tris-HCl ( pH 7. 5) 缓冲液中，并装
入透析袋 (截留分子量:8000 － 14000 Da)在上述
缓冲液中透析过夜，除盐后的蛋白冻存于 － 80℃
备用。

1. 4 胞外蛋白的纯化
将 1. 3 透析除盐的蛋白样品，加至 20 mmol /L

的 Tris-HCl 缓冲液 (pH 7. 5)平衡过的 HiTrap Q HP
阴离子交换柱上，然后用不同浓度的 NaCl 进行步进
式梯度洗脱 (0. 2，0. 4，0. 6，1 mol /L)，收集不同的
穿透峰和洗脱峰，透析除盐后分别进行活性测定和
SDS-PAGE。然后在活性组分中加入硫酸铵至 1
mol /L，上样于 1 mol /L 硫酸铵预平衡过的 HiTrap
Butyl FF 疏水柱上，用 1 － 0 mol /L 的硫酸铵浓度线
性梯度洗脱 10 min，收集不同的穿透峰和洗脱峰，透
析除盐后分别进行活性测定和 SDS-PAGE。最后，
将活性组分加至 20mmol /L 的 Tris-HCl 缓冲液 ( pH
7. 5)平衡过的 HiTrap SP HP 阳离子交换柱上，用 0
－ 1 mol /L 的 NaCl 线性梯度洗脱 20 min，分别收集
穿透峰和洗脱峰并进行活性测定和 SDS-PAGE。蛋
白浓度用 BCA 蛋白检测试剂盒测定，以 BSA 作为
标准蛋白。
1. 5 蛋白质双向电泳和质谱鉴定

蛋白质的第一向等点聚焦和第二向 SDS-PAGE
分别在 Ettan IPGphor 3 等 点 聚 焦 电 泳 系 统 和
PROTEAN II xi cell 中进行。第一向等点聚焦，将
100 μg 的蛋白质溶于适量水化上样液(7 mol /L 尿
素，2 mol /L 硫脲，4% (w / v) CHAPS，40 mmol /L
DTT，2% ( v / v) IPG buffer，痕量溴酚蓝)中至 250
μL，然后上样于等点聚焦槽中，放入 pH 3 － 10 NL
13cm IPG 干胶条，覆盖矿物油，按如下条件完成等
点聚焦:50 V，12 h; 500 V，1 h; 1000 V，1 h; 8000
V 至总功率为 20 kVh。第二向 SDS-PAGE(12% )电
泳，于 30 mA /胶条电泳 4 h。考马斯亮蓝染色。

蛋白点的鉴定按文献［21］的方法进行。将双
向凝胶的蛋白点取下，胶内酶切消化后，经液相分
离，在 Synapt HDMS High Definition 质谱仪上进行分
析，所得数据用 Mascot 程序在 NCBI 全细菌基因组
数据库中进行检索。
1. 6 编码基因的克隆

根据 NCBI 上公布的序列，设计引物 ( F: 5'-
ACCCAGGTTGTTGATTTACCTAATC-3'; R: 5'-
CCGTTGTTAAACATATCAAGAGGTG-3')，提取伯氏
致病杆菌的基因组 DNA 作为 PCR 反应的模板，按
如下程序进行扩增:94℃ 5 min; 94℃ 30 s，55℃
30 s，72℃ 1 min，35 个循环;72℃ 10 min。1. 5% 琼
脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物并回收，将回收片段连

688



石怀兴等: 伯氏致病杆菌 IDP16 蛋白抑制大蜡螟的免疫反应 ． /微生物学报(2012)52(7)

接至 PMD 18 － T 载体，转化 Escherichia coli DH5α
感受态细胞，涂板筛选阳性菌落，送上海生工生物有
限公司测序。
1. 7 基因的原核表达及重组蛋白的纯化

根据克隆得到的基因序列，设计带酶切位点的
引物 ( Nco I-F: 5'-CATGCCATGGCT CAGGCTGAT
AAGAAACTTGAAGATG-3'; Xho I-R:5'-CCG CTCG
AGTTATTTGATTACTGCATTATCGAC-3')，按 1. 6 的
条件进行 PCR 扩增，产物连接到 pET-30a 载体的
Nco I 和 Xho I 位点，转入 E． coli BL21(DE3)感受态
细胞，筛选阳性菌落并测序验证。

将测序正确的菌株接种于含卡那霉素的 LB 液
体培养基中，用 1 mmol /L IPTG 进行诱导表达。离
心收集菌体，用 Binding Buffer ( 20 mmol /L Tris，
20 mmol /L 咪唑，pH 7. 4) 重悬，超声破碎 20 min，
12000 × g 离心 20 min 取上清，SDS-PAGE 电泳检
测。

用镍离子金属螯合亲和层析纯化表达产物。将
重组蛋白溶液上样于 Binding Buffer 平衡过的
HisTrap HP 柱，洗去不能结合的蛋白组分，然后用
40%的 Elution Buffer(20 mmol /L Tris，500 mmol /L
咪唑，pH 7. 4)进行洗脱，将洗脱组分在 20 mmol /L
Tris-HCl(pH 7. 4)透析除盐，SDS-PAGE 检测纯化产
物并检测其抑制血淋巴黑化的能力。
1. 8 黑化反应

参照文献［22］的方法。大蜡螟提前用 75% 的
酒精消毒，然后将 5μL 待测蛋白液用微量注射器从
大蜡螟腹足注入血腔，于培养皿中室温放置 30 min
后，用手术剪剪破腹足，将血淋巴滴在封口膜上，室
温放置 30 min，观察血淋巴的颜色变化，如果颜色从
黄色变为褐色，则认为发生了黑化反应，如果颜色保
持黄色，则认为抑制了血淋巴的黑化反应。注射同
体积的缓冲液作为对照，每个处理重复 3 次。
1. 9 多酚氧化酶(PO)活性

PO 的活性测定参照文献［15］的方法进行。将
大蜡螟酒精消毒后取 20 μL 血淋巴，加入 5 μL 待测
液混匀，室温孵育 10 min 后，加入 975 μL 含 1 μg
昆布多糖和 0. 01 mmol /L L-多巴的 PBS，混匀，在紫
外分光光度计上测定其在 495 nm 下的吸光值变化，
其活性大小定义为 5min 内的吸光值变化。
1. 10 对血细胞吞噬的影响

将大蜡螟用 75%酒精消毒后，用微量注射器将

5 μL 待测液注入昆虫血腔中，于培养皿中室温放置
30 min，然后将 5 "L 荧光微球悬液(5 × 106个 /μL)
注入昆虫血腔中，室温静置 2 h 后，剪开大蜡螟腹
足，移液枪吸取 20 μL 血淋巴，柔和混匀在 180 μL
预冷的抗凝缓冲液(98 mmol /L NaOH，186 mmol /L
NaCl，17 mmol /L Na2·EDTA，41 mmol /L 柠檬酸，

pH 4. 5)［12］中，低速离心 5 min(2000 × g，4℃ )，将
收集到的血细胞重悬于 200 μL 含 10%胎牛血清的
Grace 昆虫细胞培养基中，荧光显微镜下分别用明
场和 580 nm 激发光检测荧光小球被血细胞吞噬的
情况，与细胞重叠的荧光小球即计为被吞噬，其余为
自由状态，重复 5 次。
1. 11 对血细胞包被的影响

将大蜡螟用 75%酒精消毒后，用微量注射器将
5 μL 待测液注入昆虫血腔中，于培养皿中室温放置
30 min 后，剪开大蜡螟腹足，移液枪吸取 20 μL 血淋
巴，柔和混匀在 180 μL 预冷的抗凝缓冲液中，低速
离心 5 min(2000 × g，4℃ )，将收集到的血细胞重悬
于 200 μL 含 10%胎牛血清的 Grace 昆虫细胞培养
基中，转移至 96 孔板中，然后每个孔中加入几粒琼
脂糖小球，室温静置 12 h，显微镜下观察小球的包被
情况。

2 结果和分析

2. 1 免疫抑制蛋白的纯化
伯氏致病杆菌的胞外蛋白经硫酸铵沉淀和透析

脱盐后，用 HiTrap Q HP 阴离子交换柱进行初步分
离得到 4 个峰，脱盐后分别注入大蜡螟血腔观察血
淋巴的黑化反应，检测发现 0. 2 和 0. 4 mol /L NaCl
的洗脱组分 A2 和 A3 具有抑制大蜡螟血淋巴黑化
的能力(图 1 － A)，且 A3 活性较高，故将 A3 作为下
一步层析分离的组分。A3 经 HiTrap Butyl FF 疏水
柱分离得到 3 个峰，活性检测显示穿透峰 B1 能够抑
制血淋巴黑化(图 1 － B)。最后 B1 在 HiTrap SP HP
阳离子交换柱上分离得到穿透峰 C1 和洗脱峰 C2，
活性检测发现 0 － 0. 1 mol /L NaCl 洗脱得到的 C2
具有抑制大蜡螟血淋巴黑化的作用 (图 1 － C )。
SDS-PAGE 检测 C2 为单一蛋白条带，表观分子量大
约 16 kDa(图 1 － D)。BCA 法测得所得蛋白组分浓
度为 0. 2 mg /mL。

788



Huaixing Shi et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(7)

图 1 伯氏致病杆菌胞外免疫抑制蛋白的分离纯化
Fig． 1 Purification of immunodepressive protein from extracellular extract of X． bovienii． A: Step-elution profile of

immunodepressive proteins from HiTrap Q HP column; B: linear elution profile of immunodepressive proteins from HiTrap

Butyl FF column; C: Linear elution profile of immunodepressive proteins from RESOURCE Q column; D: SDS-PAGE

analysis of purified protein．

2. 2 纯化蛋白的质谱鉴定
C2 经双向电泳分离，为单一蛋白点(图 2)，表

观分子量和等电点分别为 16 kDa 和 5. 2。挖取该蛋
白点进行胶内酶切后，进行 LC-MS /MS 分析，所得数
据在 Mascot 检索后得分为 304，有一个显著匹配的
蛋白，检索结果显示 C2 蛋白的 3 个肽段与伯氏致病
杆菌 X． bovienii SS － 2004 基因组中一个与丝氨酸
蛋白酶抑制剂 ecotin 同源的蛋白(CBJ80493) (图 2
B)相匹配( p ＜ 0. 05)，其理论分子量和等电点分别
为 16. 01kDa 和 4. 98，与双向结果吻合。我们将纯
化的蛋白命名为 IDP16 ( a 16kDa immunodepressive
protein)。
2. 3 基因克隆及序列分析

利用特异引物，我们从伯氏致病杆菌 ( X．

bovienii) 基因组 DNA 中克隆得到 IDP16 的全长
(GenBank 登录号: JQ669674)，该基因共 483bp，编
码 160 个氨基酸，经 SignalP 4. 0 预测，该蛋白前 19

位为信号肽序列，成熟 IDP16 蛋白共 141 个氨基酸，

比大肠杆菌的 ecotin(GenBank 登录号:AAA23719)

少一个氨基酸，两者序列一致度达 54. 93%。其中
二者的 60 s 和 100 s 环结构序列完全一致，50 s 和
80 s 环序列部分相同(图 3)。
2. 4 IDP16 对大蜡螟血淋巴中多酚氧化酶活性的
影响

大蜡螟血淋巴黑化反应是由多酚氧化酶的活化
引起，我们以 DOPA 作为底物检测了 IDP16 对多酚
氧化酶的影响。图 4 － A 显示，BSA 孵育的血淋巴
在加入多巴以后，氧化产物多巴醌的量不断增加，
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图 2 纯化蛋白的双向电泳和质谱分析
Fig． 2 2-D anlysis of purified protein and MS identification． A:2 －

D anlysis of purified protein; B:The sequence of the ecotin from X．

bovienii SS － 2004，underline indicated the matched peptide．

25 min后酶活性稍有降低但产物量仍在增加，
50 min后多巴醌的量达到最大并维持稳定。 IDP16
孵育的血淋巴在加入底物的 25 min 内，氧化产物多
巴醌的量增加缓慢，多酚氧化酶的活性较对照低
(图 4 － B)，IDP16 孵育的血淋巴中多酚氧化酶的活
性仅为对照活性的 25. 6%，且差异显著(LSD test，p
＜ 0. 05)，这说明 IDP16 能够显著抑制大蜡螟血淋
巴中的多酚氧化酶的活性。
2. 5 IDP16 对大蜡螟血细胞吞噬活性的影响

将 IDP16 注入大蜡螟血腔 30 min 后，采用二次
注入的方式将荧光微球注入血腔，观察血细胞吞噬
能力的变化，结果显示 IDP16 使大蜡螟血细胞对荧
光微球的吞噬率降低至 30. 9%，仅为对照的 70%，
差异显著(LSD test，p ＜ 0. 05)。
2. 6 IDP16 对大蜡螟血细胞包被活性的影响

将 IDP16 注入大蜡螟血腔 30 min 后，收集血细
胞观察其对琼脂糖小球的包被活性，经 IDP16 处理

图 3 IDP16 与大肠杆菌 ecotin 的序列比对
Fig． 3 Alignment of IDP16 and ecotin from E． coli． Shade are functional sites involved in proteinase inhibition．

过的大蜡螟，其血细胞对琼脂糖小球的包被能力
明显 降 低，血 细 胞 在 小 球 周 围 聚 集 不 明 显
(图 5 )。
2. 7 IDP16 的原核表达及重组蛋白的活性验证

IDP16 基因与 pET － 30a 载体连接后，转入大
肠杆菌中进行诱导表达，经 SDS-PAGE 电泳检测在
目的蛋白预期大小(24 kDa)处有一条特异性表达
的条带(图 6)。透析除盐的重组蛋白洗脱组分注
入大蜡螟血腔中，具有抑制血淋巴黑化的能力，且
与天然蛋白同浓度条件下，多酚氧化酶的活性为
对照的 31. 5% (数据未显示 )，与天然蛋白活性
相当。

3 讨论

多酚氧化酶是一种含铜的氧化还原酶，在昆虫
体内以无活性的多酚氧化酶原存在于昆虫血淋巴和
血细胞中，病原物侵入昆虫体内以后被相关受体识
别，并由丝氨酸蛋白酶介导引发多酚氧化酶的级联
反应，将 L-酪氨酸羟化，产生 L-多巴，再将 L-多巴氧
化成多巴醌，醌与蛋白结合导致硬化，进而生成一系
列引起褐化的色素类物质，这些醌类物质和黑色素
对侵入昆虫体内的线虫及共生菌会产生毒害作用，

抵御病原物的侵染［23 － 24］。
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图 4 IDP16 对大蜡螟血淋巴中多酚氧化酶活性的影

响
Fig． 4 IDP16 influence on hemolymph PO activity of G．

mellonella． A: Time course of PO activity in BSA or IDP16 －

incubated hemolymph; B:Comparison of PO activity in BSA and

IDP16 － incubated hemolymph．

线虫-细菌复合体侵入昆虫血腔以后，引发
proPO 级联反应产生的醌类物质和黑色素能够参与
血细胞对菌体的凝聚成结和对线虫的包囊作用［16］，

并能增强血细胞对菌体的吞噬作用［24］，进而将病原

物杀死或清除出体外。

这些醌类及黑色素物质的产生和包囊、结节、吞
噬的形成对线虫及共生菌的生存显然是不利的，在
复合体与宿主相互作用的过程中，线虫或者共生菌
就会产生一些活性物质去削弱宿主昆虫的免疫反应
以利于自身的定殖，比如昆虫病原斯氏线虫 S．
carpocapsae 产生一种糜蛋白酶，能够抑制多酚氧化
酶活性阻止黑化，同时降低血细胞的包囊能力［25］;

嗜线虫致病杆菌(X． nematophilus)菌体也可以抑制
多酚氧化酶活性和降低血细胞的吞噬结节能
力［10，15］;有报道证明昆虫病原线虫共生菌发光杆菌
(Photorhabdus luminescens)能产生蛋白酶抑制剂或
小分子抗生素，并通过抑制多酚氧化酶的活性来削

图 5 IDP16 对大蜡螟血细胞包被活性的影响
Fig． 5 Effect of IDP16 on encapsulation of hemocytes from G．

mellonella． Bar indicates 50μm． A:Encapsulation of BSA-incubated

hemocytes; B:Encapsulation of IDP16 － incubated hemocytes．

图 6 重组蛋白 IDP16 的 SDS-PAGE
Fig． 6 SDS-PAGE of recombinant IDP16． M． Standard proteins;

1． Total proteins of engineering strain without induction by IPTG; 2．

Total proteins of engineering strain induction by IPTG; 3． Proteins

eluted by 200 mmol / L imidazole．

弱昆虫的免疫反应［26 － 27］。本研究中分离得到的
IDP16 可以显著抑制昆虫多酚氧化酶的活性，降低
大蜡螟血细胞的吞噬和包被作用，推测其在复合体
侵染昆虫宿主的过程中能够抑制昆虫的免疫反应而
利于自身存活和繁殖。迄今为止，尚无 Xenorhabdus
spp．产生免疫抑制蛋白的报道。
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Ecotin 最初是在大肠杆菌的周质中发现的，是
一种竞争性丝氨酸蛋白酶抑制剂，可强烈抑制胰蛋
白酶、糜蛋白酶、弹性蛋白酶和其他的丝氨酸蛋白酶
活性，研究证明 ecotin 的 50 s 和 80 s 环与其抑制谱
有关，但 60 s 和 100 s 环结构是其产生抑制活性的
能量来源，是关键的活性位点［28］。本研究中 IDP16
具有与大肠杆菌 ecotin 完全一致的 60 s 和 100 s 序
列，50 s 和 80 s 有所差异，我们推测 IDP16 可能也是
通过抑制在多酚氧化酶活化中起重要作用的丝氨酸
蛋白酶达到抑制血淋巴黑化效应的，但其抑制作用
可能与大肠杆菌 ecotin 有所不同。相关推断还需实
验验证。

伯氏致病杆菌产生的昆虫免疫 抑 制蛋 白
IDP16，可能有助于线虫和共生菌在昆虫宿主内的存
活和繁殖，并与复合体的致病能力相关。实验中，我
们发现 IDP16 在伯氏致病杆菌产生的胞外蛋白中含
量较大(数据未显示)，推测其在昆虫病原线虫 － 细
菌复合体侵入昆虫血腔后起作用，对其进行研究将
有助于深入了解复合体与寄主的相互作用机制。
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An IDP16 protein from Xenorhabdus bovienii depresses the
immune response in Galleria mellonella

Huaixing Shi，Hongmei Zeng，Dewen Qiu*

Key Laboratory of Integrated Pest Management in Crops，Ministry of Agriculture，Institute of Plant Protection，Chinese
Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China

Abstract:［Objective］ A protein with insect immunodepressive activity was purified from Xenorhabdus bovienii，a
bacterial symbiosis of entomopathogenic nematode． To determine the function of this protein in the pathogenesis of
bacterium-nematode symbiosis，we detected the effect of this protein on immune response in Galleria mellonella．
［Methods］Proteins from extracellular extact of X． bovienii were purified using ammonium sulfate precipitation，HiTrap Q
HP chromatography，HiTrap Butyl FF chromatography，and HiTrap SP HP chromatography． Intra-hemocoel injection assay
followed by observation of hemolymph melanization was used for activity determination． Fluorescent microspheres and
sepharose beads were used to assess the effect of purified protein on phagocytosis and encapsulation of hemocytes，
respectively． The purified protein was identified by 2-D and MS anlysis． The full-length encoding gene was cloned by
PCR，and expressed with pET 30a in Escherichia coli． The recombinant protein was purified by Ni-NTA affinity
chromatography． ［Results］ An immunodepressive protein was purified and designed as IDP16，which can inhibit the
phenoloxidase activity，and weaken the phagocytosis and encapsulation of Galleria mellonella hemocytes． The encoding
gene was then cloned and expressed in E． coli． The recombinant protein was also determined to be immunodepressive．
［Conclusion］ The IDP16 protein from Xenorhabdus bovienii can depress the immune response in insect，which may play
an important role in bacteria-host interaction．
Keywords: Xenorhabdus bovienii，IDP16 protein，Galleria mellonella，immunodepression
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