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白蜡虫泌蜡初期全长转录组测序及 FAR 在雌雄虫
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摘要: 【目的】了解白蜡虫[Ericerus pela (Chavannes)]二龄雄虫泌蜡初期的基因表达，鉴定参与白蜡合成的脂

酰辅酶 A 还原酶 (fatty  acyl-CoA reductase， far) 基因，并明确 FAR 在白蜡虫雌雄虫中的蛋白表达情况。

【方法】采用三代全长转录组测序，分析白蜡虫二龄雄虫泌蜡初期表达的基因，筛选获得与白蜡虫泌蜡相关

的 far 基因；对关注的 1 个 FAR 制备单克隆抗体，通过 Western-blot 分析该 FAR 在白蜡虫雌雄虫中的表达情

况。【结果】对白蜡虫泌蜡初期的二龄雄虫成功进行了转录组测序，共获得 81 个 far 基因，筛选获得与白蜡

虫泌蜡一致的 6 个基因，本研究关注的 far 基因命名为 far3；成功制备了 FAR3 的单克隆抗体，通过单克隆抗

体分析了 FAR3 在白蜡虫雌雄虫中的表达情况，证实 FAR3 在二龄雄虫中大量表达，在雌虫中有微量表达。

【结论】本研究通过对泌蜡初期的白蜡虫二龄雄虫进行三代全长转录组测序获得了与白蜡虫泌蜡相关的 far 基

因；通过制备的 FAR3 单克隆抗体证实了 FAR3 在二龄雄虫分泌白蜡期高量表达，这为白蜡虫其他 far 基因功

能研究以及探索白蜡虫泌蜡分子机理奠定了基础。

关键词: 白蜡虫；白蜡合成基因；脂酰辅酶 A 还原酶；转录组测序；抗体制备；表达分析

中图分类号: Q 78; S 899.1　　　 文献标识码: A　　　 文章编号: 1004–390X (2019) 05−0762−10

Full-length Transcriptome Sequencing of Ericerus pela at the
Early Stage of Wax Secretion and Protein Expression

Analysis of FAR in Males and Females

ZHAO Zunling1，WU Guoxing2，GAO Xi2，YU Shuhui3，YANG Bin4，

ZHU Jiaying4，YANG Pu1

(1. Research Institute of Resource Insects, Chinese Academy of Forestry, Key Laboratory of Cultivating and Utiliza-

tion of Resource Insects of State Forestry Administration, Kunming 650224, China; 2. College of Plant Protection,

Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China; 3. School of Agronomy and Life Sciences, Kunming

University, Kunming 650214, China; 4. Key Laboratory of Forestry Disaster Warning and Control in Yunnan

 Provinc, College of Biodiversity Conservation Southwest Forestry University, Kunming 650224, China)

Abstract: ［Purpose］To understand the gene expression during the early stage of wax secretion in
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the  second-instar  males Ericerus  pela,  and  to  identify  the  fatty  acyl-CoA  reductase  (far) gene  in-
volved in wax synthesis and the protein expression of FAR in females and males.［Method］Three
generations of full-length transcriptome sequencing were used to analyze the genes expression of the
second instar males of E. pela during the early stage of wax secretion, and the far genes related to wax
secretion of E. pela were identified; monoclonal antibodies were prepared from a concerned FAR. The
expression  of  the  FAR  in  females  and  males  was  analyzed  by  using  Western-blot.［Result］The
third generations sequencing of full-length transcriptome was successfully performed on the second-
instar males during the early stage of wax secretion of E. pela, a total of 81 far genes were obtained,
and 6 far genes with expression profile consistent with the wax secretion of the insect were identified.
One of the far genes was selected and named far3. The monoclonal antibody of FAR3 was success-
fully prepared. And the expression of FAR3 in males and females was analyzed by using the mono-
clonal antibody, it was confirmed that FAR3 was highly expressed in males during the second larval
stage and slightly expressed in females.［Conclusion］In this study, the far genes related to wax se-
cretion were obtained by three generations of full-length transcriptome sequencing of the second-in-
star  males  of E.  pela during  the  early  stage  of  wax  secretion.  The  high  expression  of  FAR3  in  the
second instar males during the wax secretion stage was confirmed by using the monoclonal antibod-
ies of FAR3, which laid a foundation for the functional study of other far genes of E. pela and the ex-
ploration of the molecular mechanism of wax secretion of E. pela.

Keywords: Ericerus pela; genes responsible for wax synthesis;  fatty acyl-CoA reductase;  transcrip-
tome sequencing; antibody preparation; expression analysis

 

白蜡虫 (Ericerus pela) 是中国一种传统养殖

的独特资源昆虫，其二龄雄幼虫分泌的白蜡熔点

高、光泽好、理化性质稳定、隔水防热、润滑保

湿，被广泛应用于纺织蜡染、食品包装、精密仪

器润滑固封、医药以及化妆品等行业[1-7]。白蜡虫

雌雄二型，雌虫经卵、幼虫 (一龄定叶期、二龄

定杆期)、成虫三阶段发育成熟，在寄主树上营固

定寄生生活，其体壁会发育成高度角质化的几丁

质外壳，起到防御天敌和病原菌、维持体内水

分、保护虫体远离阳光灼伤等作用；雄虫则经过

卵、幼虫 (一龄定叶期、二龄定杆期 )、蛹 (前
蛹、真蛹)、成虫等阶段发育成熟，在一龄幼虫时

有较少蜡丝分泌，到二龄时大量分泌蜡丝形成蜡

被覆盖虫体，在体壁角质化程度很弱的雄虫外围

形成一保护层，起到防御天敌、隔绝外界不良气

候等作用，维持虫体的正常生理代谢[8-10]。泌蜡高

峰期主要集中在雄虫的二龄前期和中后期[4]。泌

蜡也是蚧科昆虫最显著的特点，泌蜡量可达虫体

总质量的 58%~98%，是介壳虫在暴露的生存环

境中进化形成的特殊适应机制[11]。

目前已明确，在动植物中蜡酯的合成途径是

保守的，脂酰辅酶 A 还原酶 (fatty acyl-CoA re-
ductase，FAR) 是该途径的关键酶之一，FAR 以

酰基化的脂肪酸为底物，催化脂酰辅酶 A 还原为

相应脂肪醇，FAR 催化生成的脂肪醇是生物体内

脂肪醇的主要来源[5,10,12-14]。实验室前期对白蜡虫

泌蜡高峰期的二代转录组数据进行分析和实时定

量 PCR 检测，筛选出了一些参与白蜡虫泌蜡的

far 候选基因[10]。但由于白蜡成分较多，还有一些

成分对应的 far 并没有被鉴定。而且 far 基因在泌

蜡高峰期之前 (泌蜡初期) 应该已经大量表达；此

外，二代测序获得的基因全长序列较少，不利于

基因的分析；而基于 PacBio 的三代转录组测序可

以获得更多全长基因以及更全面的基因转录情

况，有效避免了二代测序中基因片段较多的情

况，更方便进行基因功能研究[15-20]，因此，本研

究选取泌蜡初期的二龄雄虫进行三代全长转录组

测序，筛选在泌蜡初期已经大量表达的 FAR，尽

量获得所有参与白蜡合成的 FAR 酶基因。

在同一物种内存在多个 far 基因，它们在生

物体内表达部位不同，参与的生理过程不同，也

可能多个 far 基因参与相同的生理过程 [21-23]。由
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于 FAR 的定位和参与的生理功能紧密相关，因

此，对 FAR 进行表达特点分析，在一定程度上

可以说明其参与的生理功能。前期采用荧光定量

PCR 分析 far 基因转录情况发现：far 基因主要在

白蜡虫二龄雄虫表达，在雄虫的其他一些时期以

及雌虫的一些发育阶段也有表达。由于基因转录

和蛋白表达可能不完全一致，通过抗体进行

FAR 蛋白表达分析更能反映 FAR 的表达特点。

为全面了解白蜡虫参与泌蜡的 FAR 基因，

明确参与泌蜡 FAR 在白蜡虫雌雄虫中的表达情

况，本研究拟采用三代全长转录组测序获得更多

的 FAR 全长，与前期转录组数据进行比较，筛

选参与白蜡虫泌蜡的 FAR 候选基因，对关注的

FAR 通过免疫小鼠制备单克隆抗体，利用该单克

隆抗体初步分析该 FAR 在白蜡虫雌雄虫中的表

达情况。

1   材料与方法

1.1    供试材料

试验所用昆虫为白蜡虫泌蜡初期二龄雄虫，

采集于云南省昆明市中国林业科学研究院资源昆

虫研究所人工大棚所种女贞 (Ligustrum lucidum)
树上。

1.2    白蜡虫二龄雄虫总 RNA 提取和 PacBio ISO-
Seq 转录组测序

收集的白蜡虫二龄雄虫置于 1.5 mL 离心管

中，依照 Trizol 试剂盒 (Invitrogen，美国) 操作说

明提取总 RNA，并以此为模板，按照 Clontech
SMARTer PCR cDNA Synthesis Kit 操作说明合成

第 1 链 cDNA，利用第 1 链 cDNA 通过 PCR 扩增

合成第 2 链 cDNA，之后，二次 PCR 扩增双链

DNA，将此样品用于 SMRTbell 建库，之后将

BluePippinTM 片段选择的文库与不分片段的文库

混合，进行后续转录组测序，一般片段选择范围

不大于 4 kb。
将 Pacific Biosiences Sequel 下机后获得的数

据采用 SMrT analysis 套件进行如下操作：插入片

段识别 (reads of insert，ROI)，各条插入片段通过

下机 suberads 数据来识别，之后整合生成 con-
sensus 形式的插入片段序列；Reads 分类 (classify)，
将插入片段序列去 ployA 接头，然后对插入片段

进行分类，包括嵌合 (chimeric)、非嵌合 (nonchi-
meric)、全长 (full-length)、非全长 (non- full-length)

序列分类；Reads 聚类和校正 (cluster，quvier)，
采用 ICE (interative clustering and error correction)
算法对 Isoforms 进行 de novo 预测，通过 Quiver
算法校正 Isoforms，最后输出 high QV 和 low QV
的 Isoforms，其中，Isoforms 长度小于 3 k、3~6 k
以及 5~10 k 的文库中 Quvier 质量值分别>0.99、
>0.98、>0.95 的都分类为 high QV。

之后使用 cd-hit 对聚类和纠错后的转录本进

行去冗余操作，将各个文库中高质量的全长序列

合并在一起，对转录本 NT、NR、KOG、KEGG
和 SwissProt 的注释使用 Blast 进行，GO 注释通

过 Blast2GO 以及 NR 注释结果进行，InterPro 注

释则采用 InterProScan5 进行。

转录本的 CDS 预测使用 TransDecoder 进行，

首先对 Unigene.fa 采用 TransDecoder.LongOrfs 搜

索开放读码框，将长读码框序列进行提取，之后

利用 Diamond Blastp 根据序列相似性将 Unigene.fa
比对到 SwissProt 数据库上，对 Blast 结果在 Pfam
数据库中采用 Hmmscan 筛选，最后 Unigene.fa
编码序列的预测通过 TransDecoder.Predict 进行。

1.3    单克隆抗体制备

1.3.1   抗原来源

从转录组中鉴定与白蜡虫泌蜡相关的 far 基

因，并与以前研究结果进行分析比较，将本研究

关注的 1 条 FAR 命名为 far3 基因，通过比对转

录组 Isoform 和 cDNA 末端快速扩增 (RACE) 的
结果克隆 CDS 部分，进行原核表达 [24]，以前期

诱导表达获得的目的蛋白为单克隆抗体制备的

抗原。
1.3.2   抗原纯化

取 far3 基因已构建好的原核表达菌株诱导表

达目的蛋白，对该目的蛋白进行复性，通过透析

方式纯化蛋白，采用 SDS 质控方式确定抗原纯化

质量。
1.3.3   动物免疫与 ELISA 检测免疫效价

将 1.3.1 节中提纯的抗原分 2 次共免疫 8 只

小鼠，每只进行 3 次免疫，第 1 批次免疫小鼠编

号为：1-左、1-右、1-中、1-无，第 2 次免疫小鼠

分别为：2-左、2-右、2-中、2-无。第 1 次免疫在

每只小鼠皮下注射抗原 (50  μg，完全弗佐与

PBS 以 1∶1 比例混合溶解)，经历 3 d 免疫反应

时间后，在小鼠皮下注射抗原 (50 μg，不完全弗

佐与 PBS 以 1∶1 比例混合溶解) 进行二次免疫，
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再次免疫反应 3 d 时间，重复二次免疫操作。对

经历 3 次免疫的小鼠抽取血清，采用间接 ELSIA
手段检测免疫效价。
1.3.4   单克隆抗体筛选

采用半固体和液体相结合的方式经历 5~10 d
进行细胞融合，构建杂交瘤细胞，利用间接

ELISA 手段检测培养融合细胞的上清液，选择检

测的效价和亲和力均较高的细胞株进行下一步亚

克隆，同样采取间接 ELISA 检测亚克隆细胞株效

价，选取效价与亲和力均较高的细胞株再次进行

亚克隆，收集二次亚克隆上清，通过抗原重组蛋

白进行 Western-blot 验证，操作如下：将抗原重

组蛋白进行 10% SDS-PAGE 电泳，转膜，孵育抗

体，一抗为收集的细胞株亚克隆上清，二抗为山

羊抗小鼠 IgG H&L (HRP)(ABCam，美国)，洗膜

后将超敏化学发光试剂 (Affinity，美国)A 液与

B 液等量混合滴于膜上，在 ChemiDoc XRS 仪 (Bio-
Rad，美国) 中观察。

对 Western-blot 筛选成功的以及间接 ELISA
检测二次亚克隆细胞培养上清为全阳性的细胞株

扩大培养，获得可以稳定分泌阳性抗体的细胞定

株，并进一步扩大培养，鉴定该上清亚型。
1.3.5   小鼠腹水纯化

选取 1.3.3 节中获得的细胞注射到小鼠上进

行腹水制备，获得的腹水进行如下操作进行纯

化：采用 ProteinG (GE Healthcare) 进行亲和层析，

对 ProteinG 选用 10 倍于柱床体积的 ddH2O 和

1% NaAc 均以 1 mL/ min 流速冲洗 1.5 h，对待纯

化样品选用 0.22 μm 过滤膜过滤，并加入 40 mL
的 1% NaAc，以 0.5 mL/ min 的流速进行上样，

反应 3.5 h，之后，采用 1% NaAc 以 1 mL/min 流

速冲洗层析柱，至再没有蛋白流出；选用 3.5%
冰乙酸冲洗层析柱，收集洗脱产物至无蛋白流

出，并使用饱和的碳酸钠调节收取的洗脱产物的

pH 至中性，通过 10 ku 超滤管浓缩蛋白，并将其

放入 5 L PBS 缓冲液中进行过夜透析，次日更换

新鲜 PBS 溶液，第 2 天换液 1 次，收取最终样

品。将腹水纯化获得的抗体进行 SDS 质控监测和

以抗原重组蛋白为包被源进行间接 ELISA 检测。
1.3.6   白蜡虫雌雄虫蛋白表达分析

选取白蜡虫成熟未育卵的雌虫和泌蜡期的二

龄雄虫抽提蛋白，通过 Western-blot 进行蛋白表

达分析，操作同上。

2   结果与分析

2.1    三代全长转录组测序基础数据结果

利用 PacBio Sequel 平台对白蜡虫样本进行测

序，建立 1 个 PacBio ISO-Seq 文库，共获得聚合

酶读取 (Polymerase Reads) 序列 610 775 条，N50
长度为 46 230 bp。测序共获得 Subreads 9 583 278
条，平均长度为1 548.68 bp，N50 长度为1 768 bp。在

SMRTbell 测序中得到了 1 199 884 781 bp、590 087
reads CCS (reads of insert) 数据量，插入片段平均

长度为 2 033 bp，平均读取质量为 0.94，Passes
数量为 12。经 reads 聚类和纠正后，共获得 Iso-
forms 131 414 条，平均长度为 1 817 bp，N50 为

2 020 bp (图 1)。

2.2    转录本功能注释

131 414 条 Isoforms 转录本中共有 76 603 条

转录本被注释到 Nr (69 613 条)、Nt (16 141 条)、
Swissprot (58 226 条)、KEGG (58 857 条)、KOG
(57 292 条)、Iterpro (55 633 条) 以及 GO (27 583 条)
七大数据库中，有 3 400 条 Isoforms 在每一数据

库中均得到注释 (表 1)。
2.2.1   Nr 功能注释

在 Nr 数据库中有 69 613 条 Isoforms 被注释，

其中有 14.25% 被注释到烟粉虱 (Bemisia tabaci)
上，9.86% 被注释到内华达古白蚁 (Zootermopsis
nevadensis) 上，另有 8.52% 与 4.52% 被分别注释

到褐飞虱 (Nilaparvata lugens) 与桃蚜 (Myzus per-
sicae)上 (图 2)。
2.2.2   KOG 功能注释

在 KOG 数据库中共有 57 292 条 Isoforms 被

注释，分别注释到 25 个功能分类中，其中，在
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图 1    去冗余后转录本的长度分布图

Fig. 1    The length distribution of isoform
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一般功能预测分类中被注释到的 Isoforms 最多，

其次依序为信号转导机制、翻译后修饰/蛋白质周

转/伴侣、转录、未知功能分类、碳水化合物运输

与代谢、RNA 处理与修饰等，在细胞活性功能分

类注释最少。
2.2.3   GO 功能注释

Isoforms 在 GO 数据库中共有 27 583 条被注

释到，分为 GO 生物过程、分子功能和细胞组成

三大分支中。在生物过程分支内 26 个小功能分

类中以细胞过程和代谢过程分类中注释最多；细

胞组成分类中以膜、膜部分、细胞、细胞部分得

到注释的 Isoforms 最多；在分子功能分支下催化

活性与 binding 被注释的 Isoforms 最多，并且是

GO 所有小功能分类中被注释最多的 (图 3)。
2.2.4   KEGG 功能注释

KEGG 注释 Isoforms 分布包含了细胞过程、

环境信息处理、遗传信息处理、人类疾病以及代

谢和有机系统等五大方面，以代谢分类中注释的

Isoforms 最多。代谢分类中以 Global and  over-
view maps 注释的 Isoforms 最多，其次为碳水化

合物代谢和脂质代谢。环境信息处理分支下以信

号转导 Isoforms 被注释最多。细胞过程以运输和

代谢小功能分类注释到的 Isoforms 最多，遗传信

息处理以翻译注释最多，有机系统中以内分泌系

统和免疫系统注释的 Isoforms 最多 (图 4)。

2.3    far 基因鉴定与筛选

本三代全长转录组测序共获得 81 个 far 基

因，其中 13 个基因的 FPKM 值在 1.0 以上，明

显高于其他 far 基因。对这 13 个基因与前期的

10 个表达谱数据进行分析比较，发现有 6 个基因

的表达谱与白蜡虫泌蜡较为一致，其中 1 个表达

量非常高，且表达谱与白蜡虫泌蜡特点非常一致

的 far 基因，与前期筛选的 far3 基因片段重叠部

分一致，将全长转录组中该 far 基因命名为 far3。
去冗余后发现该基因有 3 个不同的 Isoform。

2.4    抗原纯化

对前期已构建好的 far3 原核表达菌株诱导表

达目的蛋白，提取该蛋白作为抗原并进行纯化。

经 SDS 质控检测，结果如图 5 所示：纯化获得的

抗原质量浓度约为 0.8 mg/ mL，纯度为 80 %，可

以进行下一步免疫试验。

2.5    免疫效价间接 ELISA 检测结果

经过间接 ELISA 检测免疫的 8 只 Balb/c 小

鼠，其血清抗体效价在不同稀释度平行变化，在

较低稀释度时，免疫效价大于 1，且空白对照均

小于 0.2，因此，每只免疫小鼠血清都满足要

求，可以进行下一步抗体筛选试验。

2.6    单克隆抗体筛选

对融合后的杂交瘤细胞定株进行亚型检测，

其中编号为 3B10  1C1、 2C3  2D7、 1C11  3E5、
6F10 3H6 和 2B8 4G5 等定株为 IgG1 亚型，2B4
2D2 定株为 IgG2b 亚型，3B9 3F8 和 5F8 4A7 定

株为 IgG2a 亚型。选取 3B10 1C1 与 1C11 3E5 定

株的细胞培养上清原液，以及空白 SP2/0 培养上

清原液、无关杂交瘤细胞株的培养上清原液对抗

原重组蛋白进行 Western-blot 验证，其中，3B10
1C1 和 1C11 3E5 杂交瘤细胞培养上清均与抗原

重组蛋白结合，其蛋白条带与目的蛋白大小相同

(图 6)。由上结果，选择 3B10 1C1 杂交瘤细胞定

株扩大培养以及后续腹水制备试验。

 

表 1   功能注释结果汇总

Tab. 1    Function annotation results summary
 

基因总数

total
非冗余蛋白

数据库 Nr
非冗余核酸

数据库 Nt swissprot
京都基因与基因组

百科全书 KEGG
真核生物同源

蛋白簇 KOG iterpro
基因本体

GO
共有数量

intersection
注释总数

overall
数量 number 131 414 69 613 16 141 58 226 58 857 57 292 55 633 27 583 3 400 76 603
百分比/%
percentage 100 52.97 12.28 44.31 44.79 43.60 42.33 20.00 2.59 58.29

注：Intersection指被七大数据库中所有数据库注释上的转录本总数及比例；overall指被七大数据库中任意一个数据库注释上的转录本总数及比例。

Note: Intersection means the total number and proportion of transcripts annotated on all databases in the seven databases; overall means the total number
and proportion of transcripts annotated by any of the seven databases.
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图 2    Nr 库注释物种分布图

Fig. 2    Species distribution annotated in Nr library
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2.7    腹水纯化及抗体效价检测

对腹水纯化后获得 3B10 1C1 抗体，通过 SDS
质控检测，其质量浓度约为 7.5 mg/ mL，纯度

90 %，经效价检测结果显示具有较高亲和力 (图 7)，
证明抗体制备成功。

2.8    白蜡虫雌雄虫中蛋白表达分析

选取 3B10 1C1 杂交瘤细胞以及 GAPDH 内

参抗体分别与白蜡虫定杆雌虫和雄虫内源蛋白进

行 Western-blot 验证，其中，3B10 1C1 杂交瘤细

胞定株的培养上清与雌虫、雄虫内源蛋白都有结

合，且雄虫偏多，而内参抗体未与雌虫或雄虫蛋

白有结合 (图 8)，同时说明 FAR3 的抗体制备成功。

3   讨论

与二代测序相比，依靠 PacBio 平台进行的三

代转录组测序，获得片段长，转录本大部分可以

被测通，经分析可以直接获得全长转录本，能更

全面地了解基因转录情况，方便进行基因功能研

究。由于蛋白表达是在基因转录之后，在白蜡虫

泌蜡初期白蜡合成的基因已经大量转录。所以本

次转录组测序对象为白蜡虫泌蜡初期的二龄雄

虫，在测序技术上选用了 PacBio 平台进行三代全长
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图 3    GO 功能注释信息分布图

Fig. 3    GO function annotation information distribution diagram
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转录组测序，获得更多的全长，有利于基因的统

计和表达动态分析。在本次转录组测序中获得去

冗余后的 Isoform 131 414 条，平均长度为 1 817 bp，
N50 为 2 020 bp，说明本次转录组数据获得良

好，并可进行功能基因的筛选。

far 基因在生物体内普遍存在，但参与的生

理功能不同。拟南芥已鉴定的 8 个基因中 far3 参

与根茎叶角质层蜡的形成，far1、far4 和 far5 则

在根内皮细胞中参与软木脂的合成[21,23]。在希蒙

得木 (Simmondsia chinensis) 中主要鉴定到参与希

蒙得木油的合成的 far[25]；而家蚕 (Bombyx mori)、
欧洲玉米螟 (Ostrinia nubilalis) 以及意大利蜜蜂

(Apis mellifera) 等昆虫中鉴定到的 far 参与信息素

的合成[26-28]。在昆虫中，FAR 的研究主要集中在

性信息素合成方面[26-29]，而昆虫蜡酯合成的 FAR
基因相关信息较少。实验室在前期转录组分析发

现在白蜡虫中多达 40 多种 far，筛选获得有 5 种

far 极可能参与白蜡的分泌。本研究以经济昆虫

白蜡虫泌蜡初期雄虫为研究对象，通过三代全长

转录组测序共获得 81 个白蜡虫 far 基因，远远高

于二代测序的泌蜡高峰期的转录组获得的 far 基

因。经筛选发现有 6 个基因的表达谱与白蜡虫泌

蜡较为一致，其中 1 个 far 基因与前期筛选的

far3 基因片段重叠部分序列一致，分析认为该基

因可能是白蜡虫泌蜡的关键酶基因之一，因此，

将全长转录组中该 far 基因名为 far3，并对其功

能特点进行初步探索。

far 生理功能与其在物种中的表达部位密切

相关。如对家禽 2 种 far 在不同组织中的表达量

进行荧光定量 PCR 分析，结果显示在尾脂腺中

far1 表达最高，在大脑组织中 far2 表达量最高[30]。

另通过免疫荧光技术确定了果蝇 (Drosophila
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图 4    KEGG 功能注释信息分布图

Fig. 4    KEGG function annotation information distribution diagram
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melanogaster) Waterproof 基因表达的 far 定位于

胚胎气管部位，其表达时期伴随了整个气管发育

过程[31]。一般采用荧光定量 PCR 方式对基因表达

情况进行分析，但基因表达可能与蛋白表达不是

同步的，不能直接反映蛋白的表达情况，通过抗

体则可以直接分析蛋白的表达情况。此外，相比

较多克隆抗体而言，单抗具有更强的特异性。因

此，本研究利用原核表达的蛋白为抗原免疫小鼠

制备 far3 的抗体，通过抗体特异性的免疫结合分

析白蜡虫定杆时期雌虫和雄虫的 far3 的表达情

况，该结果显示：雌虫中 FAR3 表达较少，雄虫

中 FAR3 大量表达，FAR3 的蛋白表达与白蜡虫

泌蜡特点一致。单克隆抗体的成功制备以及虫体

内源蛋白的表达分析确定 FAR3 在虫体内表达，

为进一步免疫荧光明确 FAR3 的组织表达部位奠

定了基础。

本研究通过对泌蜡初期的白蜡虫二龄雄虫进

行三代全长转录组测序获得了与白蜡虫泌蜡相关

的 far3 基因，确定 FAR3 在二龄雄虫分泌白蜡期

高量表达，这为白蜡虫其他 far 基因功能研究以

及探索白蜡虫泌蜡分子机理奠定了基础，也为其
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图 5    抗原纯化 SDS 质控结果

Fig. 5    SDS quality control results of antigen purification
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注：M 为 Marker；泳道 1. 无关杂交瘤细胞株培养上清原液；泳道 2.
SP2/0 培养上清原液；泳道 3. 杂交瘤细胞培养上清 1C11 3E5 原液；
泳道 4. 杂交瘤细胞培养上清 3B10 1C1 原液。

 Note: M  was  Marker;  Lane  1. supernatant  solution  for  culture  of  unre-
lated  hybridoma  cell  lines;  Lane  2.  SP2/0  culture  supernatant  solution;
Lane 3. supernatant 1C11 3E5 concentrate of hybridoma cell culture; Lane
4. hybridoma cell culture supernatant 3B10 1C1 concentrate.

图 6    杂交瘤细胞株培养上清 Western-blot 验证抗原重组

蛋白结果

Fig. 6    Western-blot validation of recombinant antigen pro-
tein with supernatant of hybridoma cell line
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图 7    间接 ELISA 法检测抗体效价

Fig. 7    Detection of antibody titer by indirect ELISA
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注：M 为 Marker；泳道 1、3 一抗为 GAPDH 内参抗体；泳道 2、
4 一抗为杂交瘤细胞培养上清 3B10 1C1 原液。

 Note: M was Marker; Lane 1 and 3 were endogenous reference antibod-
ies of GAPDH; Lane 2 and 4 were endogenous protein of 3B10 1C1 in su-
pernatant of hybridoma cell culture.

图 8    杂交瘤细胞株培养上清 Western-blot 验证雌 (a) 雄
(b) 虫内源蛋白结果

Fig. 8    Western-blot analysis of hybridoma cell lines was
performed to the results of endogenous proteins in fe-

male (a) and male (b)
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他昆虫的类似研究提供了一定的参考价值。
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