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［摘要］ 以来源于多种组织的 ｍＲＮＡ 为模板， 构建了一个凡纳滨对虾混合组织的 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示

文库。 结果表明： 噬菌体文库容量大， 达 ９􀆰 ３ × １０７ ｐｆｕ； 文库重组率高， 为 ９７％ ； 大于 ２５０ ｂｐ 的片段占 ７０
％以上； 利用液体扩增法对文库进行扩增， 扩增后文库的滴度为 ２􀆰 １ × １０１２ ｐｆｕ ／ ｍＬ。
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ｐｏｏｌｅｄ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ａｎｄ ａ Ｔ７ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ Ｌ． ｖａｎｎａｍｅｉ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔ７ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ９􀆰 ３ × １０７ ｐｆｕ， ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｗａｓ ９７％ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ２５０ ｂｐ ｗａｓ ｐｒｏｖｅｄ ｔｏ ｂｅ ７０％ ｂｙ ＰＣＲ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｐｈａｇｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｉｂｒａｒｙ ｗａｓ ２􀆰 １ × １０１２ ｐｆｕ ／ ｍＬ． Ｉｎ ｇｅｎｅｒａｌ， ａ Ｔ７ ｐｈａｇｅ ｄｉｓ⁃
ｐｌａｙ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｆｒｏｍ Ｌ． ｖａｎｎａｍｅｉ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｌａｒｇｅ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｒｅ⁃
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ； ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｌｉｂｒａｒｙ； ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｃａｐａｃｉｔｙ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

０　 引言
Ｔ７ 噬菌体展示技术作为研究基因与蛋白质、 蛋白质与蛋白质相互作用的一种便捷、 高效、 成熟

的新型技术， 同时由于文库的实用性， 在基因功能研究中得到广泛应用 ［１］。 噬菌体展示技术目前已

经应用于多个研究领域， 包括功能基因的筛选［２ － ６］、 蛋白质 －蛋白质相互作用［７ － ８］、 抗体库与抗原表

位［９ － １１］、 受体结构与功能［１２］、 抗病毒多肽药物开发［１３］ 等。 多种水产动物的 Ｔ７ 噬菌体展示文库也已

经建立， 例如在对虾中， Ｓｏｎｇ 等［５］ 成功构建了日本囊对虾 （Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓ ｊａｐｏｎｉｃａｓ） 血细胞的 Ｔ７ 噬

菌体 ｃＤＮＡ 展示文库； 刘宁［２］以细菌刺激后提取的中国明对虾 （Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） 血细胞为模

板， 成功构建了 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库； 袁丽［７］以日本囊对虾淋巴原代细胞为模板， 应用噬菌体
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展示技术对 ＷＳＳＶ 的中和抗体及感染相关蛋白进行研究， 获得了一个能够阻止 ＷＳＳＶ 与对虾淋巴原

代培养细胞结合的单链抗体 Ｐ１Ｄ３。
凡纳滨对虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ） 是养殖量最大的对虾种类， 对于其自身功能基因的深入研究

是对虾健康养殖的首要任务［１４ － １６］。 但是关于凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体展示文库的构建报道尚不多见。 因

此， 本研究拟构建凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体展示文库， 为后期通过 Ｔ７ 噬菌体展示技术深入研究凡纳滨对

虾基因功能、 蛋白相互作用的分子机制等奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 样本采集

凡纳滨对虾购自厦门市海沧区， 体重和体长分别为 （７􀆰 ５ ± １） ｇ 和 （１１􀆰 ５ ± １） ｃｍ， 实验前在集美

大学海水厂暂养 １ 周。 取未经刺激的凡纳滨对虾的肝胰腺、 肌肉、 神经、 肠、 胃、 心脏、 鳃、 眼柄、
皮肤等组织， 迅速放入 ＲＮＡ 保护液中后转移到 － ８０ ℃冰箱冻存。 从凡纳滨对虾腹血窦抽取血淋巴，
与抗凝剂 （ＮａＣｌ ４５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＫＣｌ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＥＤＴＡ·Ｎａ２ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＨＥＰＥＳ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４５）
按照 １∶ ２ （体积比） 的比例混合， ４ ℃、 ２８００ ｒ ／ ｍｉｎ 分离血细胞 １０ ｍｉｎ， 并将其迅速保存于 － ８０ ℃冰

箱备用。
受体菌 ＢＬＴ５６１５ 菌株购自 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司。

１􀆰 ２　 凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体展示文库的构建

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｍＲＮＡ 的分离

凡纳滨对虾各组织总 ＲＮＡ 采用试剂盒 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ ） 提取， 参照说明书进行， 之后用紫外

分光光度法和琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的纯度。 将各个组织提取的总 ＲＮＡ 等量混合， 采用 ｍＲＮＡ 分

离试剂盒 （Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ） 分离纯化混合样本中的 ｍＲＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 合成 ｃＤＮＡ 文库及末端处理

采用 ｃＤＮＡ 合成试剂盒 （Ｎｏｖａｇｅｎ， ＵＳＡ ） 对 ４ μｇ 纯化后的 ｍＲＮＡ 进行反转录， 合成双链 ｃＤ⁃
ＮＡ。 用 ＥｃｏＲＩ ／ ＨｉｎｄＩＩＩ Ｅｎｄ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ 试剂盒 （Ｎｏｖａｇｅｎ， ＵＳＡ） 对 ｃＤＮＡ 末端进行处理， 获得粘性

ｃＤＮＡ 片段后， 立刻用 Ｍｉｎｉ Ｃｏｌｕｍｎ Ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ 试剂盒 （Ｎｏｖａｇｅｎ， ＵＳＡ） 对双酶切产物进行片段大小

分离， 具体操作步骤按照说明书进行。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｃＤＮＡ 与 Ｔ７ 载体连接及体外包装

将 ５ μＬ 反应体系 （Ｖ （处理好的 ｃＤＮＡ 片段） ∶ Ｖ （Ｔ７ Ｓｅｌｅｃｔ １０ － ３ｂ 载体臂） ＝ ２∶ １） 在 １６ ℃连

接过夜， 之后与 ２５ μＬ 包装蛋白进行体外包装， ２ ｈ 后加入 ２７０ μＬ 无菌的液体 ＬＢ 培养基完成包装。
１􀆰 ３　 凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 文库的鉴定

１􀆰 ３􀆰 １　 文库容量测定

取 １０ μＬ 包装产物， 用无菌的空白 ＬＢ 培养基进行 １０ 倍梯度稀释， 共稀释 ６ 个浓度梯度 （１０２、
１０３、 １０４、 １０５、 １０６、 １０７） 。 每个梯度取 １００ μＬ 稀释液分别与 ２５０ μＬ ＢＬＴ５６１５ 菌液、 ２􀆰 ５ ｍＬ 上层

ＬＢ 培养基 （Ａｍｐ ＋ ， ５０ μｇ ／ ｍＬ） 混合均匀， 铺于 ３７ ℃预热的 ＬＢ 固体平板上， 待冷凝后于 ３７ ℃培养

箱中倒置培养 ３ ～ ４ ｈ， 统计平板上的噬菌斑数量。 按照公式： 噬菌体滴度 ＝噬菌体个数 ×稀释倍数 ×
１０ ／平板个数， 计算文库滴度， 再用噬菌体滴度乘以包装后所得文库的体积即可算出文库容量。
１􀆰 ３􀆰 ２　 文库插入片段分布及重组率测定

参照 Ｔ７ Ｓｅｌｅｃｔ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒 （Ｎｏｖａｇｅｎ， ＵＳＡ） 说明书， 从平板上随机挑取 ３０ 个噬菌斑用 Ｔ７ 上

下游引物进行 ＰＣＲ 扩增 （Ｔ７ 上游引物： ＧＧＡＧＣＴＧＴＣＧＴＡＴＴＣＣＡＧＴＣ； Ｔ７ 下游引物： ＡＣＣＣＣＴＣＡＡ⁃
ＧＡＣＣＣＧＴＴＴ ）， 鉴定文库插入片段分布情况及重组率。 在退火温度 ５０ ℃， ３５ 个循环条件下进行常规

ＰＣＲ 扩增。
用 １􀆰 ５％ （质量分数） 琼脂糖凝胶电泳检测插入片段大小和分布， 并用检测出条带的噬菌斑数 ／

·２１·
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参与检测的总噬菌斑数， 统计文库的重组率， 评价噬菌体文库的质量和多样性。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｔ７ 噬菌体展示文库的扩增

用包装后的噬菌体展示文库通过感染培养的 ＢＬＴ５６１５ 宿主菌的方式进行扩增， 感染复数为 ０􀆰 ００１
～０􀆰 ０１。 ３７ ℃摇菌 １ ～ ３ ｈ， 观察到细菌裂解后立即停止培养， 得到可用于淘选的凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌

体展示文库。 ９２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 纯化裂解物， 取上清按照 １􀆰 ３􀆰 １ 所述方法测定噬菌体的滴度， 其

中梯度稀释倍数为 １０６、 １０７、 １０８、 １０９、 １０１０、 １０１１、 １０１２。 将扩增后的文库加入 ０􀆰 １ 倍体积的无菌

８０％ （体积分数） 甘油， 混匀后储存于 － ８０ ℃。

２　 实验结果
２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 的提取

凡纳滨对虾 １０ 个组织总 ＲＮＡ 的琼脂糖凝胶电泳检测结果表明： 各组织 ２８Ｓ、 １８Ｓ ｒＲＮＡ 条带清

晰， ＲＮＡ 无明显降解 （见图 １）； 紫外分光光度计检测样品的 Ａ２６０ ／ Ａ２８０为 １􀆰 ９５ ～ ２􀆰 ０２， 表明 ＲＮＡ 纯度

较高， 无明显蛋白质污染， 可用于后续实验。 由于 ｍＲＮＡ 的分离对总 ＲＮＡ 的总量要求较多， 质量要

求较高， 因此本研究对上述 １０ 个组织的总 ＲＮＡ 等量混合， 分离 ｍＲＮＡ 后测得 ＲＮＡ 总质量浓度为

４００ ｎｇ ／ μＬ， 符合建立 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库的后续实验要求。
２􀆰 ２　 ｃＤＮＡ 合成

本实验双链 ｃＤＮＡ 检测结果表明： 其分子片段主要集中在 ２００ ～ ２０００ ｂｐ （见图 ２）， 双链 ｃＤＮＡ 大

小符合噬菌体展示文库的构建要求。
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图 1 凡纳滨对虾总 RNA 提取电泳图

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of the total RNA
from various tissues of healthy L. vannamei

说明：数字 1 至 10 分别为肌肉、神经、肠、胃、肝胰腺、心
脏、鳃、眼柄、皮肤、血总 RNA 样品；M 为 2000 bp 标准
分子量核酸。
Notes：Number 1-10 were total RNA from muscle，nerve，intestine，
stomach，haptopancreas，heart，gill，eyestalk and hemocytes，respec
tively；M—2000 bp standard molecular weight.

说明：M—100 bp DNA Ladder；1—双链 cDNA。
Notes：M—100 bp standard molecular we ight；1—dou鄄
ble-strand cDNA.

图 2 凡纳滨对虾双链 cDNA 电泳图

Fig.2 Electrophoretogram of the double-stranded
cDNA from tissues of healthy L. vannamei
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２􀆰 ３　 文库的库容

完成噬菌体体外包装后， 用双层琼脂平板对所得噬菌体文库进行滴度测定。 经统计， 在稀释倍数

为 １０６的平板上长出 ５９ 个噬菌斑， 在稀释倍数为 １０７的平板上长出 ３ 个噬菌斑。 原 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 文

库滴度为 ３􀆰 １ × １０８ ｐｆｕ ／ ｍＬ， 再乘以实际包装原产物体积 ０􀆰 ３ ｍＬ （２５ μＬ 包装产物 ＋ ５ μＬ 连接产物

＋ ２７０ μＬ 无菌培养基）， 最终得到的 ｃＤＮＡ 文库中噬菌体总数 （即文库容量） 为 ９􀆰 ３ × １０７ ｐｆｕ。
２􀆰 ４　 文库的片段大小分布及重组率

对随机挑取的 ３０ 个噬菌斑用 Ｔ７ Ｓｅｌｅｃｔ 上下游引物进行 ＰＣＲ 扩增， 之后通过琼脂糖凝胶电泳检测

·３１·
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插入片段的大小。 结果表明， 重组子片段大小分布主要在 １００ ～ １５００ ｂｐ 之间， 其中大于 ２５０ ｂｐ 的片

段占重组子总数的 ７０％ （见图 ３）， 经统计凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体展示文库重组率为 ９７％ 。 从结果可

以看出， 凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库多样性较好， 重组率高。

bp

2000

500
250
100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

750

说明：数字 1 至 24 为随机挑取噬菌斑单克隆的 PCR 产物电泳结果；M—2000 bp 标准分子量核酸。
Notes：Number 1-24 are PCR products from randomly selected clones；M—2000 bp standard molecular weight.

图 3 随机挑取的噬菌斑 PCR 电泳图谱

Fig.3 Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified from randomly selected plaques

２􀆰 ５　 文库扩增后的滴度

构建好的 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库在筛选前需要经过一轮扩增培养， 便于插入噬菌体的基因进

行表达及成功在噬菌体表面展示。 经液体扩增后， 在稀释倍数为 １０１０的平板上长出 ３３ 个噬菌斑， 在

稀释倍数为 １０１１的平板上长出 ９ 个噬菌斑， 按照公式计算可知扩增后文库滴度增加至 ２􀆰 １ × １０１２ ｐｆｕ ／ ｍＬ，
表明扩增后重组噬菌体得到明显富集， 可用于后续相互作用蛋白的淘选实验。

３　 讨论
由于具有信息量大及便捷性的特点， Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库已经在基因功能的研究、 蛋白质

相互作用的淘选等方面得到广泛应用。 在 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库的构建过程中， ｍＲＮＡ 的质量是

决定文库质量的关键环节。 由于 ｍＲＮＡ 容易降解， 在其分离纯化过程中， ｍＲＮＡ 常常得率较低， 因

此本实验在构建 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库时， 选取 １０ 个未经刺激的凡纳滨对虾组织作为提取 ＲＮＡ
的模板。 这样， 一是可以消除由于器官分化可能导致某些基因的组织特异性表达， 有利于在最初的研

究中获得更多的信息， 为对虾基因功能及蛋白质相互作用研究奠定基础； 二是使得总 ＲＮＡ 量较高，
可以获得足够量的 ｍＲＮＡ， 为高质量文库的构建提供基础。 另外， 在以 ｍＲＮＡ 为模板， 合成双链 ｃＤ⁃
ＮＡ 的过程中， 由于随机引物可以在一条 ｍＲＮＡ 模板的多个位点上同时引发 ｃＤＮＡ 的合成， 有利于控

制 ｃＤＮＡ 的大小， 提高文库质量， 因此本研究选用随机引物进行 ｃＤＮＡ 的合成。
一个多样性不足或库容量不够的文库会影响噬菌体文库展示成功的几率［８］。 本研究构建的凡纳

滨对虾 Ｔ７ 噬菌体展示文库的原始容量为 ９􀆰 ３ × １０７ ｐｆｕ， 重组率为 ９７％ ， 且大于 ２５０ ｂｐ 的片段占

７０％ ， 表明文库构建成功， 多样性较好。 经过液体扩增后的凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 文库滴度达

到２􀆰 １ × １０１２ ｐｆｕ ／ ｍＬ， 表明插入的重组噬菌体得到了明显的富集， 可用于后续的生物淘选实验。 在日

本囊对虾中， Ｓｏｎｇ 等人［５］成功地构建了血细胞的 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库， 其原始库容量为 １􀆰 ４ ×
１０６ ｐｆｕ， 扩增后的文库滴度为 ５􀆰 ４ × １０８ ｐｆｕ ／ ｍＬ。 刘宁［２］构建的细菌刺激后中国明对虾血细胞的 Ｔ７ 噬

菌体 ｃＤＮＡ 展示文库的原始库容为 １􀆰 ８８ × １０５ ｐｆｕ， 经扩增后噬菌体文库的滴度达到 １０１１ ｐｆｕ ／ ｍＬ。 相对

于其他对虾， 本研究所得文库库容较大， 重组率较高， 可能与 ＲＮＡ 提取质量较高以及混合组织中包

含有更多的基因信息相关。 然而， 在哺乳动物中， Ｌｉ 等人［１７］构建了 ３０ 例肺癌病人的 Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ
展示文库， 所得原始文库库容为 ２􀆰 ０ × １０８ ｐｆｕ， 扩增后的滴度为 ４􀆰 ６ × １０１２ ｐｆｕ ／ ｍＬ。 与之相比， 本研

·４１·
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究构建的凡纳滨对虾 Ｔ７ 噬菌体展示文库库容较小， 这可能与不同类型的生物样本有关。
综上所述， 本研究成功构建了一个凡纳滨对虾的 Ｔ７ 噬菌体展示文库， 相对于其他对虾， 其重组

率较高， 库容量较大， 为对虾基因功能及蛋白质相互作用的研究奠定了技术基础。

［ 参考文献 ］

［１］ 蒂姆·克拉克森． 通用实验指南： 噬菌体展示 ［Ｍ］． 北京： 化学工业出版社， ２００８： １６⁃１７．
［２］ 刘宁． 对虾血细胞 Ｔ７ 噬菌体展示文库构建及功能基因淘选 ［Ｄ］． 济南： 山东大学， ２００６： ２５⁃３０．
［３］ 胡翠美， 王菲， 宋亮， 等． 家蚕中肠 ｃＤＮＡ Ｔ７ 噬菌体展示文库的构建和免疫相关基因的淘选 ［ Ｊ］． 蚕业科学，

２０１１， ３７（４）： ６４２⁃６４９． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． ０２５７⁃４７９９． ２０１１． ０４． ００８．
［４］ 任文陟． 安氏隐孢子虫 Ｔ７ 噬菌体展示文库的构建及免疫相关蛋白基因研究 ［Ｄ］． 长春： 吉林大学， ２０１０： ４３⁃

５３．
［５］ ＳＯＮＧ Ｋ Ｋ， ＬＩ Ｄ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｎｏｖｅｌ ＷＳＳＶ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎｓ ｆｒｏｍ

ｓｈｒｉｍｐ Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓ ｊａｐｏｎｉｃａｓ ［Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０１０， ２８（４）： ５９６⁃６０３． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２００９．
１２． ０１５．

［６］ 于俊媛， 周莹冰， 张雯庆． 金黄色葡萄球菌 Ｎ３１５ Ｔ７ 噬菌体 ｃＤＮＡ 展示文库的构建 ［ Ｊ］． 第三军医大学学报，
２０１４， ３６（１３）： １３５０⁃１３５３．

［７］ 袁丽． 应用噬菌体展示技术对对虾白斑综合症病毒 （ＷＳＳＶ） 中和抗体及感染相关蛋白的研究 ［Ｄ］． 武汉： 中

国科学院水生生物研究所， ２００６： ８４⁃８５．
［８］ ＷＲＩＧＨＴ Ｍ Ｊ， ＤＥＯＮＡＲＡＩＮ Ｍ Ｐ． Ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｏｆ ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ［Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｍｍｕｎｏｌｏ⁃

ｇｙ， ２００７， ４４（４４）： ２８６０⁃２８６９． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｍｏｌｉｍｍ． ２００７． ０１． ０２６．
［９］ 袁水林， 李欣， 陈红兵， 等． 噬菌体展示技术定位主要食物过敏原表位的研究进展 ［Ｊ］． 食品工业科技， ２０１５，

３６（３）： ３７９⁃３８５． ＤＯＩ：１０． １３３８６ ／ ｊ． ｉｓｓｎ１００２⁃０３０６． ２０１５． ０３． ０７４．
［１０］ 向征， 刘北一， 侯晓睿， 等． 麻痹性贝类毒素 ＧＴＸ２， ３ 模拟表位的初步研究 ［ Ｊ］． 细胞与分子免疫学杂志，

２０１０， ２６（６）： ５３０⁃５３２． ＤＯＩ：１００７ ／ ８７３８（２０１０）０６⁃０５３０⁃０３．
［１１］ ＯＨＴＡＮＩ Ｍ， ＨＩＫＩＭＡ Ｊ， ＪＵＮＧ Ｔ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｏｒ ｖｉｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ

（ＶＨＳＶ） ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ＩｇＮＡＲ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｌｉｂｒａｒｙ ［ Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ３４（２）：
７２４⁃７２８． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２０１２． １１． ０４１．

［１２］ ＹＵＡＮ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ＸＩＡＯ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＷＳＳＶ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｓｃＦｖ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ［Ｊ］． Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ａｑｕａｔｉｃ Ｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ２００６， ７２（２）： ９３⁃９９． ＤＯＩ：１０． ３３５４ ／ ｄａｏ０７２０９３．

［１３］ ＯＪＥＤＡ Ｎ， ＣＡＲＤＥＮＡＳ Ｃ， ＧＵＺＭＡＮ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ ａｃｔｉｖｅ ａｇａｉｎｓｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｓａｌｍｏｎ ａｎｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ （ ＩＳＡＶ） ［ Ｊ］． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１６，
８２（８）： ２５６３⁃２５７１． ＤＯＩ：１０． １１２８ ／ ＡＥＭ． ００１８４⁃１６．

［１４］ ＪＩ Ｐ Ｆ， ＹＡＯ Ｃ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｚ Ｙ． Ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｐｌａｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ Ｐａｃｉｆｉｃ ｗｈｉｔｅ ｓｈｒｉｍｐ （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉ） ｄｅｆｅｎｓｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ａｎｄ ＷＳＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０１１，
３１（２）： ２６０⁃２６８． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２０１１． ０５． ０１１．

［１５］ ＹＡＯ Ｃ Ｌ， ＪＩ Ｐ Ｆ， ＫＯＮＧ Ｐ． Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ： ｃｌｏｎｉｎｇ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
［Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２００９， ３（２６）： ５５３⁃５５８． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２００９． ０２． ０１２．

［１６］ ＹＡＯ Ｃ Ｌ， ＪＩ Ｐ Ｆ， ＷＡＮＧ Ｚ Ｙ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＳ ｉｎ ｓｈｒｉｍｐ， Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ ［Ｊ］． Ｆｉｓｈ
＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０１０， ３（２８）： ４５３⁃４６０． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｓｉ． ２００９． １２． ００２．

［１７］ ＬＩ Ｈ Ｍ， ＧＵＯ Ｋ， ＹＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｉｐｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｌｕｎｇ⁃ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ Ｔ７ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｌｉｂｒａｒｙ ［Ｊ］． Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１５， ６（４）： ４６９⁃４７４． ＤＯＩ：１０． １１１１ ／ １７５９⁃７７１４． １２２１５．

（责任编辑　 朱雪莲　 英文审校　 马　 英）
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