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红莲型水稻杂种F1花药噬菌体展示文库的构建 
胡朝凤, 彭晓珏, 周杨永, 谭艳平, 李绍清, 朱英国 

武汉大学生命科学学院, 武汉大学植物发育生物学教育部重点实验室, 武汉 430072 

摘要: 噬菌体展示是研究蛋白质相互作用的重要手段, 为深入研究红莲型水稻不育和育性恢复的分子机理, 以

红莲型水稻杂种F1花药为材料, 分离纯化mRNA, 经反转录合成双链cDNA, 在双链cDNA 末端加上定向EcoR

Ⅰ/HindⅢ接头, 再用EcoRⅠ和HindⅢ消化接头, 形成两端分别带有EcoRⅠ和HindⅢ粘性末端的双链cDNA。经

Mini Column 纯化后, 收集 300 bp 以上的双链cDNA 片段, 将其连接到带有EcoRⅠ和HindⅢ末端的T7 Select 

10-3b 载体上, 经体外包装后, 以BL T5403 为受体菌构建了红莲水稻杂种F1花药的噬菌体展示文库。经测定显

示, 该噬菌体展示文库容量为 1.03×106 pfu/mL, 重组率为 100%, 扩增后文库滴度为 2.14×1012 pfu/mL。对随机

挑取的 100 个噬菌斑进行PCR 鉴定, 97%的插入片段大于 300 bp。 
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Construction of T7 phage display library from the anther 
of Honglian hybrid line of rice  
HU Chao-Feng, PENG Xiao-Jue, ZHOU Yang-Yong, TAN Yan-Ping, LI Shao-Qing,  
ZHU Ying-Guo  
Key Laboratory of MOE for Plant Development Biology, College of Life Science, Wuhan University, Wuhan 430072, China 

Abstract: Phage display is a powerful method to study protein-protein interactions. In order to study the molecular mecha-

nism of cytoplasmic male sterility and fertility restoration in Honglian rice, the mRNA was isolated with PolyA Tract 

mRNA Isolation Kit from the anther of F1 hybrid rice and the double strand (ds) cDNA was synthesized by reverse tran-

scription. Then the directional EcoRⅠ/HindⅢlinkers were ligated into the ends of ds cDNA and the ds cDNA was further 

digested with EcoRⅠand HindⅢ, which resulted in ds cDNA with EcoRⅠand HindⅢends. The digested ds cDNA frag-

ments longer than 300 bp in length were fractionated with Mini Column, then ligated into the T7 Select 10-3b vertor with 

EcoRⅠand HindⅢends. After packaging in vitro, the T7 Select 10-3b vertor was tansformed into BL T5403 to construct 

the T7 phage display library. Analysis showed that the library contained 1.03×106 clones per microliter, and approximately 

100% of the clones in library was recombinant. The titer of the amplied library was 2.14×1012 pfu/mL, and the insert length 

of the recombinants over 300 bp was about 97%. 
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在高等植物中, 雄性不育是一个普遍的自然现 
象[1~3], 它不仅是农作物杂种优势利用的基础, 具有重
要的生产利用价值, 另一方面, 它又是研究细胞质遗
传、核质互作和花药发育的极好材料[4]。因此, 近年来
成为植物遗传育种和分子生物学研究的一大热点。 

虽然我国水稻杂种优势利用一直保持世界领先

水平 , 但是关于水稻细胞质雄性不育 (Cytoplasmic 
male sterility CMS)及其育性恢复的机理研究还相对
滞后, 许多问题仍有待深入探索。在包台型、红莲
型和野败型 3 种CMS水稻分子机理的研究中, 包台
型的研究相对较为深入。Wang等[5]认为包台的两个

恢复基因Rf1a、Rf1b含有多个重复的PPR结构域, 它们
通过未知的方式剪切或者降解线粒体atp6-orf79 共转
录本[6, 7], 阻止毒性蛋白ORF79的产生, 从而恢复不育
系的育性。虽然从花药败育类型看, 包台为染败, 红莲
为圆败, 败育类型不同。但是, Yi等[8]发现HL-CMS水
稻和包台型一样存在一个与atp6共转录但只有 5个碱
基差异的嵌合线粒体基因orfH79, 而orfH79 与atp6 共
转录本之间的连接序列以及表达水平和包台又有一些

不 同[9, 10]。那么红莲型水稻的不育及育性恢复的分子

机制和包台存在哪些异同, 又有哪些分子通过什么样
的信号途径参与其中, 就需要我们采用新的技术和方
法进行进一步的研究和验证。 

噬菌体展示技术是近年来建立和发展起来的利

用噬菌体表达外源基因的一项新技术[11], 在动物、微
生物学研究中使用比较广泛, 在植物雄性不育研究
中还未涉及。该技术可以用来筛选针对几乎任何靶标

(蛋白、DNA、RNA)的亲和性多肽, 它主要应用于研
究蛋白相互作用(例如激素、抗体、受体)[12, 13] 、酶分

析、DNA-蛋白相互作用、RNA-蛋白相互作用、抗
原决定簇作图和突变分析等方面[14~17]。因此, 本实
验希望通过构建红莲杂种F1花药的噬菌体展示文库, 
为以后利用不育候选基因orfH79 以及恢复候选基因
为靶标, 筛选与不育及育性恢复相关的分子, 深入
了解不育以及恢复的分子机理, 进一步研究恢复基
因对不育基因的调控机理、作用方式等提供可靠的

技术支持。 

1  材料和方法 

1.1  材料和试剂 

1.1.1  材料种植 

2006 年夏, 红莲型杂交水稻红莲优 6 号种植在
武汉大学校内试验基地, 一般栽培管理。生长约 90

天左右, 当幼穗分化进入单核早期, 选取长势较好
的红莲优 6号的幼穗, 在 4℃剥取花药, 称 4 g花药, 
在液氮中充分研磨, −80℃冻存或者直接用于下一步
总 RNA的提取。 

1.1.2  主要试剂  

Trizol Reagent 为 Invitrogen 公 司 产 品 , 
PolyATract mRNA Isolation Kit 为 Promega公司产
品, Orient Express Random Primer cDNA Synthesis 
Kit和 T7 Select 10-3b Cloning Kit 为 Novagen公司
产品。 

1.2  方法 

1.2.1  总 RNA 的提取  

取研磨好的花药, 加入 40 mL Trizol, 迅速震荡, 
混合均匀, 室温放置 5 min, 4℃, 12 000 r/min离心
10 min, 取上清。加入 4 mL氯仿, 剧烈震荡 15 s, 静
置 3 min, 4℃ 12 000 r/min离心 15 min。将水相转移
到一新管中, 加入 10 mL 异丙醇, 混匀后室温静置 
5 min, 4℃ 12 000 r/min离心 10 min。弃上清, 加入
1 mL 75%乙醇, 4℃ 7 500 r/min 离心 5 min。弃上清, 
空气干燥 5 min, 溶于 100 μL无 RNA 酶的水中。用
紫外分光光度法测定总 RNA 浓度, 用 1%的琼脂糖
凝胶电泳检测总 RNA质量。 

1.2.2  mRNA 的分离纯化  

按照 PolyA Tract mRNA Isolation Kit 说明书分
离纯化 mRNA, 用紫外分光光度法测定 mRNA 浓
度, 用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 mRNA的质量。 

1.2.3  cDNA 的合成及末端平端化  

按照Orient Express Random Primer cDNA Syn-
thesis Kit说明书合成双链cDNA。cDNA第 1链的合
成: 取 4 μg mRNA 作为模板, 加入 1 μg随机引物, 
在MMLV 反转录酶作用下利用甲基化的dNTP完成
第 1链的合成。cDNA 第 2 链的合成: 在第 1 链反
应体系中加入 1.6 U Rnase H, 使cDNA和mRNA杂
合体上的mRNA 链产生缺口, 再加入 50 U DNA聚
合酶Ⅰ和甲基化的dNTP, 合成cDNA 第 2链。12 000 
r/min离心 15 min沉淀双链DNA, 吹干后溶于 20 μL 
ddH2O中 , 加入 1.5 U T4 DNA 聚合酶 , 利用T4 
DNA聚合酶补平双链cDNA 的末端。 

1.2.4  cDNA 与 EcoRⅠ/HindⅢ接头的连接及接头 
的消化 

取末端补平的双链 cDNA 10 μL, 加入 2 μL 
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EcoRⅠ /HindⅢ接头在 T4 DNA 连接酶作用下在

cDNA 末端连接上定向 EcoRⅠ/HindⅢ接头。然后分
别加入EcoRⅠ和HindⅢ各 100 U消化接头, 得到两端
分别带有 EcoRⅠ和 HindⅢ粘性末端的双链 cDNA。 

1.2.5  cDNA 片段的分离  

将上述消化产物全部上样于 Mini Column, 按
Mini Column Fractionation Kit说明书对 cDNA 片段
进行分离, 除去已消化的接头碎片和小片段的双链
cDNA 以及大于 3 kb的不易与噬菌体包装的大片段, 
收集 300 bp以上 3 kb以下的双链 cDNA。 

1.2.6  cDNA 的重组与体外包装  

上述分离的双链 cDNA 定量后与 T7 Select 
10-3b Vector Arms 按照摩尔浓度比 3︰1、1︰1、   
1︰3的比例作 3个不同的连接体系如表 1。T7 Select 
10-3b Vector Arms 为两端分别带有 EcoRⅠ和 HindⅢ
切割位点的噬菌体 DNA, 可与经 EcoRⅠ和 HindⅢ
消化的双链 cDNA 两端互补, 在 T4 DNA 连接酶作
用下, 16℃连接过夜, 形成重组 T7 Select 10-3b 载
体。取连接产物 1 μL与 5 μL包装蛋白( T7 select 
packaging extract ) 混合, 22℃包装 2 h, 得到具有感
染性的 T7噬菌体颗粒。然后再选取滴度最高的比例
做 5 μL的连接体系, 取连接产物 5 μL与 25 μL包装
蛋白混合, 22℃包装 2 h, 得到大量具有感染性的 T7
噬菌体颗粒。 
 
表 1  不同比例 cDNA: vector arms 的连接体系 
Table 1  Ligase reaction of the different ratio of insert 
cDNA : vector arms 

编号 No. 组分 
Component 1 2 3 

cDNA与载体的浓度比 3︰1 1︰1 1︰3
Ratio of insert cDNA: vector arms    
Insert cDNA(μL) 0.45 0.15 0.05 
T7 select vector arms(μL) 0.20 0.20 0.20 
10×ligase buffer(μL) 0.10 0.10 0.10 
10 mmol/L ATP(μL) 0.10 0.10 0.10 
100 mmol/L dTT(μL) 0.10 0.10 0.10 
T4 DNA ligase(μL) 0.05 0.05 0.05 
ddH2O(μL) 0.00  0.30 0.40 
总体积 Total volume(μL) 1.00 1.00 1.00 

 

1.2.7  T7 噬菌体展示文库的鉴定 

1.2.7.1  文库容量测定 
将宿主菌 BL T5403 接种于 M9 TB 培养液,  

37℃ 180 r/min 培养至 OD 值为 1。取包装产物   
5 μL 用 TB 培养液做 10 倍梯度稀释, 每个梯度取

100 μL, 加入 250 μL OD 值为 1的 BL T5403 菌液
以及 1 mL Top固体培养基, 混合均匀, 铺于 LB平
板上。37℃倒置培养 3~4 h 后, 计数各平板上噬菌
斑数目, 计算文库的容量。滴度计算公式如下: 滴度
=噬菌体数目×稀释倍数×10 pfu/mL。 
1.2.7.2  文库重组率测定  

从原始包装物滴度测定平板上挑取 100 个噬菌
斑, 分别加入含有试剂盒中提供的 T7up 和 T7down
引物进行 PCR扩增。扩增条件为: 94℃预变性 5 min; 
94℃ 50 s, 50℃ 1 min, 72℃ 1 min, 35个循环; 72℃
延伸 10 min。1%琼脂糖凝胶电泳检测插入片段大小, 
并计算文库重组率。 
1.2.7.3  文库的扩增  

将全部包装产物与BL T5403 菌液混合 , 按
5×104个噬菌斑/板, 铺 15 cm LB平板, 37℃倒置培养
3~4 h。待平板上噬菌斑长到直径为 1~2 mm 时, 每
块板加 10 mL 噬菌体提取缓冲液 (20 mmol/L 
Tris-HCl, pH 8.0, 100 mmol/L NaCl, 6 mmol/L 
MgSO4)覆盖平板, 4℃存贮过夜。次日收集噬菌体提取
缓冲液, 加 0.15 mL 氯仿, 3 000 r/min离心 5 min, 收
集上清。取 10 μL上清进行 10倍的梯度稀释、铺板, 测
定扩增后噬菌体展示文库的滴度。在扩增产物中加入

1/10 体积 80%的灭菌甘油, 分装后−70℃保存。 

2  结果与分析 

2.1  总 RNA提取结果  

用Trizol试剂提取花药总RNA, 经紫外分光光
度法测定, 产量为 550 μg, OD260/OD280 = 2.023, 说明
RNA 的纯度较高, 电泳结果如图 1所示, 28S和 18S 
rRNA 条带均清晰 , 说明提取的总RNA 质量很好 , 
未发生降解。 

 
 
图 1  红莲杂种F1花药总RNA电泳 
Fig. 1  Total RNA extracted from the anfer of Honglian F1 
hybrid rice 
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2.2  mRNA分离  

分离纯化的mRNA见图 2, 产量为 6.5 μg, 收率
为 1.18%, OD260/OD280 = 1.96, 并且电泳图上弥散的
mRNA清晰可见 , 分布均匀 , 且看不到对应的 28S 
rRNA和 18S rRNA 条带无rRNA的污染, 表明分离
的mRNA 纯度高, 质量好可以用于cDNA 合成。 

 

 
 
图 2  mRNA 电泳图谱 
M: 总 RNA; 1、2: 纯化后的 mRNA。 
Fig. 2  The result of mRNA electrogenesis  
M: Total RNA ; 1, 2 : mRNA isolated from the total RNA. 
   

2.3  不同连接体系滴度的测定  

双链cDNA 与T7 Select 10-3b vector arms 按照
物质的量比 3︰1、1︰1、1︰3的比例作 3个不同的
连接体系, 与包装蛋白包装后, 结果如表 2, 3︰1的
比例所得到的噬菌体文库滴度较高为 5.72×104 
pfu/mL, 故选取insert: vector arms为 3︰1的比例做 5 
μL的连接体系。 
 
表 2  不同比例 cDNA: vector arms 的连接体系滴度 
Table 2  The titer of different ratio of cDNA: vector arms 

编号     No. 
                                                 

                        

1 2 3 

cDNA与载体摩尔浓度比 
Ratio of insert cDNA:  
vector arms 

3︰1 1︰1 1︰3 

    

滴度 Titer (pfu/mL) 5.72×104 2.03×103 1.03×103

 
2.4  T7噬菌体展示文库的鉴定  

红莲杂交水稻F1花药未扩增文库的库容量为

1.03 ×106 pfu/mL。对随机挑取的 100 个噬菌斑进行
PCR 鉴定(图 3), 文库重组率为 100%, 97%的插入
片段大于 300 bp, 测序结果显示无任何rRNA以及基
因组DNA的污染, 符合文库构建要求。扩增后文库
滴度为 2.14×1012 pfu/mL, 在扩增后的文库中随机挑
取 100个克隆进行PCR, 仍然具有很好的多态性。 

 
 
图 3  随机挑取克隆的 PCR 检测 
Fig. 3  PCR assay of clones picked at random from the T7 
phage display library  
 

3  讨 论 

噬菌体展示文库对于研究与生物大分子相互作

用的小肽或蛋白有着广泛的应用, 它实现了基因型
和表型的结合, 提供了高效率的筛选系统, 其技术
要点是将外源基因插入改建过的噬菌体外壳蛋白基

因以表达外源短肽。对于构建高质量的文库噬菌体

展示文库而言, 其关键是要保证文库的滴度和重组
率。一般cDNA文库构建的关键在于获得高质量的
mRNA, RNA易被RNA酶降解, 而RNA酶广泛存在, 
且不容易失活, 所以建立一个无RNA酶的环境对于
制备优质的RNA非常重要, 尤其是对于花药这样的
材料。因此, 本实验的操作一般都在冰上进行, 并且
在尽可能短的时间内完成, 确保RNA的质量。最后
我们通过几个不同的小的连接体系寻找到了双链

cDNA与噬菌体载体二者之间连接的最佳比例 , 从
而有效地提高了重组率和滴度, 使本实验构建的噬
菌体展示文库滴度达到 1.03×106 pfu/mL, 重组率为
100%, 为以后的高效筛选提供了基础。 

目前, 红莲型杂交稻在生产上得到了大面积推广, 
但是对于红莲型不育和育性恢复分子机理研究还是不

够清楚[18, 19], 基础研究明显滞后于生产应用。因此, 需
要加强对红莲型不育和育性恢复分子机理的进一步研

究。噬菌体展示文库的构建为今后的基础研究提供了

适用的技术支持。与其他技术相比, 噬菌体展示技术
的主要优点是容易对库容量较大的文库进行筛选, 标
准的cDNA文库筛选受噬菌斑数目或能通过杂交筛选
的克隆数目的限制, 通常只能达到 104数量级。而用噬

菌体展示技术, 可以很容易地对多样性大于 109 的文
库进行筛选。同时由于筛选出的噬菌体还可以在大肠

杆菌中进行再扩增, 从而可以进行连续多轮的筛选, 
得到高亲和力的噬菌体, 并且获得其核酸序列相对比
较容易。本研究应用的是一种新的噬菌体展示技术T7 
噬菌体展示系统, 与其他噬菌体相比, T7 噬菌体复制
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周期短, 细胞质蛋白组装操作和储存方便, 克隆效率
高, 更适用于高效文库构建和亲和淘洗。并且T7 噬菌
体展示系统能构建和筛查更大的文库, 能使我们在对
不育及育性恢复分子机理知之甚少的情况下, 开展广
泛而有效的筛选, 通过“点面结合”寻找与育性相关的
分子, 形成分子间相互作用的网络信号通路, 深化我
们对于雄性不育的系统认识。 

参考文献(References): 

[1] Laser KD, Lersten NR. Anatomy and cytology of micro-
sporogenesis in cytoplasmic male sterile angiosperms. Bot 
Rev, 1972, 38: 425−454.[DOI] 

[2] Mackenzie S, Shichuan H, Lyznik A. The elusive plant 
mitochondrion as a genetic system. Plant Physiol, 1994, 
105: 775−780. 

[3] Schnable PS, Wise RP. The molecular basis of cytoplas-
mic male sterility and fertility restoration. Trends in Plant 
Science, 1998, 3: 175−180.[DOI] 

[4] ZHU Ying-Guo, LI Rong-Qian, WANG Ming-Quan. Bi-
ology of Rice Male Sterility. Wuhan: Wuhan University 
Press, 2000, 100−123. 
朱英国, 利容千, 王明全. 水稻雄性不育生物学. 武汉: 

武汉大学出版社, 2000, 100−123. 

[5] Wang ZH, Zou YJ, Li XY, Zhang QY, Chen LT, Wu H, 
Su DH, Chen YL, Guo JX, Luo D, Long YM, Zhong Y, 
Liu YG. Cytoplasmic male sterility of rice with Boro II 
cytoplasm is caused by a cytotoxic peptide and is restored 
by two related PPR motif genes via distinct modes of 
mRNA silencing. Plant Cell, 2006, 18(3): 676−687.[DOI] 

[6] Iwabuchi M, Kyozuka J, Shimamoto KO. Processing fol-
lowed by complete editing of an altered mitochondrial 
atp6 RNA restores fertility of cytoplasmic male sterile 
rice. EMBO J, 1993, 12: 1437−1446. 

[7] Kadowaki K, Suzuki T, Kazama SA. Chimeric gene con-
taining the 5’ portion of atp6 is associated with cytoplas-
mic male-sterility of rice. Mol Gen Genet, 1990, 224: 
10−16.[DOI] 

[8] YI Ping, WANG Li, SUN Qing-Ping, ZHU Ying-Guo. 
Identification of mitochondrially chimeric gene associated 
with Honglian type of cytoplasmic male sterility of rice. 
Sci Bull, 2002, 47(2): 130−133. 
易平, 汪莉, 孙清萍, 朱英国. 红莲型细胞质雄性不育

系线粒体相关嵌合基因的发现. 科学通报, 2002, 47(2): 

130−133. 
[9] KONG Jin, TAN Yan-Ping, CHEN Zu-Yu, LI Shao-Qing, 

ZHU Ying-Guo. Study on the editing sites in transcripts of 
functional genes of HL cytoplasmic male sterility rice 
mitochondria during microgametogenesis. Journal of 
Wuhan Botanical Research, 2006, 24(2): 95−99. 
孔进 , 谭艳平 , 陈祖玉 , 李绍清 , 朱英国 . 水稻红莲型

不育系雄性配子发育过程中线粒体功能基因转录本的

编辑位点研究. 武汉植物学研究, 2006, 24(2): 95−99. 

[10] LI Xiao-Ming, ZHENG Yong-Lian, ZHANG Fang-Dong, 
ZHU Ying-Guo. RFLP analysis of mitochondria DNA 
from HL type cytoplasmic male sterility rice. Hereditas 
(Beijing), 2000, 22(4): 201−204. 
李小明, 郑用琏, 张方东, 朱英国. 红莲细胞质雄性不

育水稻线粒体DNA的RFLP分析 . 遗传 , 2000, 22(4): 

201−204. 
[11] WANG Chang-Jun. Advance of phage surface display-

technology. Foreign Medicine (immunology), 2001, 24(4): 
215−218.  
王长军. 噬菌体表面展示技术进展. 国外医学免疫学分

册, 2001, 24(4): 215−218. 

[12] Smith GP. Filamentous fusion phage: novel expression 
vectors that display cloned antigens on the virion surface. 
Science, 1985, 228: 1315−1317.[DOI] 

[13] Hansen MH, Ostenstad B, Sioud M. Identification of immu-
nogenic antigens using a phage-displayed cDNA library from 
an invasive ductal breast carcinoma tumour. Int J Oncol, 
2001, 19(6): 1303−1309. 

[14] Kataoka K, Yoshitomo-Nakagawa K, Shioda S, Nishizawa M. 
A set of Hox proteins interact with the Maf oncoprotein to 
inhibit its DNA binding, transactivation, and  transforming 
activities (isolated proteins interacting a DNA-binding do-
main). J Biol Chem, 2001, 276: 819−826.[DOI] 

[15] Wang D, Parrish CR. A heterogeneous nuclear ribonu-
cleoprotein A/B-related protein Binds to single-stranded 
DNA near the 5' end or within the genome of feline par-
vovirus and can modify virus replication. J Virol, 1999, 
73(9): 7761−7768. 

[16] Alex VS, Marissa P, James JL, Bryan F. The interactions 
of peptides with the innate immune system studied with 
use of T7 phage peptide display. Mol Ther, 2000, 2: 
131−139.[DOI] 

[17] Danner S, Belasco JG. T7 phage display: A novel genetic 
selection system for cloning RNA-binding proteins from 
cDNA libraries. Proc Nat Acad Sci USA, 2001, 98(23): 
12954−12959.[DOI] 

[18] WEN Li, LIU Gai, ZHANG Zai-Jun, TAO Jun, WAN 
Cui-Xiang, LI Shao-Qing, ZHU Ying-Guo. Preliminary 
proteomics analyis of the total proteins of HL type cyto-
plasmic male sterility rice anther. Hereditas (Beijing), 
2006, 28(3): 311−316. 
文李, 刘盖, 张再君, 陶钧, 万翠香, 李绍清, 朱英国. 

红莲型水稻细胞质雄性不育花药蛋白质组学初步分析. 

遗传, 2006, 28(3): 311−316.  

[19] Li SQ, Wan CX, Kong J, Zhang ZJ, Li YS, Zhu YG. Pro-
grammed cell death during mirogenesis in Honglian CMS 
line of rice correlated with oxidative stress in mitochon-
dria. Funct Plant Biol, 2004, 31: 369−376.[DOI]

 

http://dx.doi.org/10.1007/BF02860010
http://dx.doi.org/10.1016/S1360-1385(98)01235-7
http://dx.doi.org/10.1105/tpc.105.038240
http://dx.doi.org/10.1007/BF00259445%20%20%20%20+
http://dx.doi.org/10.1126/science.4001944
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M007643200%20%20%20%20+
http://dx.doi.org/10.1006/mthe.2000.0110%20%20%20%20%25
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.211439598
http://dx.doi.org/10.1071/FP03224%20%20%20%20%7E

	红莲型水稻杂种F1花药噬菌体展示文库的构建 
	胡朝凤, 彭晓珏, 周杨永, 谭艳平, 李绍清, 朱英国 
	关键词: 水稻; 花药; 噬菌体展示; 文库构建 
	Construction of T7 phage display library from the anther of Honglian hybrid line of rice  
	HU Chao-Feng, PENG Xiao-Jue, ZHOU Yang-Yong, TAN Yan-Ping, LI Shao-Qing,  ZHU Ying-Guo  
	Keywords: rice (Oryza sativa L.); anther; T7 phage display; library construction   
	 
	1  材料和方法 
	1.1  材料和试剂 
	1.2  方法 

	2  结果与分析 
	2.1  总RNA提取结果　 
	2.2  mRNA分离　 
	2.3  不同连接体系滴度的测定  
	2.4  T7噬菌体展示文库的鉴定　 

	3  讨 论 
	参考文献(References): 









<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


