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摘要 为研究大豆(Glycine max)株型发育形成的分子机制, 以大豆“Williams 82”为材料, 分

别取长短日照下不同发育时期植株的顶芽和腋芽, 提取 RNA 后等量混合, 采用 Gateway 方法

构建酵母双杂交核系统 cDNA 文库, 并对文库进行了转录本多样性分析。实验结果表明, 构建

的文库库容为 1.2×107 CFU, 插入片段重组率达 100%且平均长度大于 1 000 bp, 包含 29 170

个基因, 符合建库的标准, 可用于后续酵母双杂交的筛选。以大豆开花期和株型重要调控因子

SOC1a 为诱饵, 构建 pGBKT7-SOC1a 诱饵蛋白表达载体, 经毒性和自激活活性检测后, 利

用构建的大豆顶芽和腋芽 cDNA 文库进行筛选, 共获得 32 个阳性克隆。进一步通过 DNA 测

序及 BLAST 比对和功能注释分析, 得到 14 个与 SOC1a 互作的候选蛋白。其中, 克隆了 5 个

候选蛋白, 并将其编码基因构建到 pGADT7 载体上, 然后分别与 pGBKT7-SOC1a 进行一对

一的回转验证, 实验结果显示其中 2 个候选蛋白与 SOC1a 发生互作。进一步通过免疫共沉淀

和荧光素酶互补实验证明了 SEP2 蛋白和 SOC1a 蛋白的互作关系。综上, 本研究成功构建了

大豆顶芽和腋芽酵母双杂交核系统 cDNA 文库, 鉴定到的与SOC1a 互作的蛋白将为从分子水

平探究 SOC1a 调控大豆株型发育的机制提供理论基础。 
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大豆(Glycine max)作为世界重要的粮油饲兼用作物, 是人类和动物蛋白质的主要来源之一。随着

我国经济的快速增长和生活水平的显著提高, 大豆已成为我国进口量位居首位的农产品, 因此, 迫切

需要通过提升大豆的单产来解决国内大豆供需不平衡的问题。大豆的产量是由多基因控制的数量性状, 

单产构成因素主要包括单位面积上的株数、每株有效荚数、每荚有效粒数和百粒重, 而这些因素与植

株的株型密切相关, 如主茎的节数、节间距和分枝数等。近些年来的研究表明, 通过改变株型优化作物

农艺性状, 是实现大豆产量突破的重要策略之一(Liang et al., 2022; Li et al., 2023; Qin et al., 2023)。1 
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株型由植物器官的数量和比例、排列方式、附着角度和空间方位等因素构成(Wang et al., 

2018; Liu et al., 2021; Clark and Ma, 2023)。在开花植物中, 株型受到分生组织的布局和活性

及其后续发育的严格调控, 并在此过程中也极易受到环境条件的影响(Wang et al., 2018; 曹

婕等, 2025)。株型的差异显著影响作物产量, 因此在驯化和改良过程中, 改善作物株型对提升

产量至关重要(Wang et al., 2018; Liu et al., 2020; Clark and Ma, 2023)。大豆株型的主要组成

包括茎生长习性、株高、节数、节间距、分枝数、茎粗、叶柄夹角、叶片大小和形状以及每荚

种子数等。这些重要的农艺性状主要通过光能利用效率、养分分配、抗逆性等方面以多种相互

关联的方式影响大豆的产量(Wang et al., 2018; Clark and Ma, 2023)。 

株型是植物从幼苗到成熟植株整个生命周期中持续发育和变化的结果, 主要反映了分生

组织的活动(Wang et al., 2018; Zhu and Wagner, 2020)。顶端分生组织  (shoot apical 

meristem, SAM)作为干细胞库, 为植物整个地上器官的产生提供了细胞。SAM 可分为不同的

区域和细胞层(Reddy 2008)。SAM 顶端的中心区域(central zone, CZ)保持着完整的细胞全能

性, 既能通过不断分裂来维持自身干细胞的自我更新, 又能在各种因子的诱导下, 特异分化形

成组织中心区域(organizing center, OC)、周边组织区域(peripheral zone, PZ)、以及肋分生组

织区域(rib zone, RZ)。OC 负责介导不同区域之间的信号以及干细胞的传递, 在 SAM 发育和

维持中起着关键作用; PZ进一步分裂分化, 形成叶原基细胞和腋生分生组织(axillary meristem, 

AM), PZ 是 AM 形成的核心区域; RZ 位于 SAM 的基部, 包含负责形成干细胞组织的细胞(Hou 

et al., 2024)。植物的分枝发育源于 AM, AM 在叶腋中发育并形成腋芽, 随后再进一步生长成

营养性的次生枝条, 但在某些条件下腋芽也可能长成花序, 或者一直处于休眠状态直到其生

长被激活(Wang et al., 2018)。根据细胞层, SAM 可分为表皮层(L1)、亚表皮层(L2)和器官层

(L3)。L1 和 L2 层的细胞通过逆时针分裂最终产生表皮细胞和叶肉细胞; 而 L3 层细胞则以随

机方向进行分裂, 形成叶和茎的内部组织(Meyerowitz, 1997; Weigel and Jürgens, 2002; 

Williams and Fletcher, 2005)。 

SOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1)是植物开花调控网

络中的关键整合因子, 属于 MADS-box 转录因子家族。在拟南芥中, SOC1 通过整合光周期、

春化、赤霉素和年龄途径等信号, 调控开花时间(Lee et al., 2000; Moon et al., 2003; Liu et al., 

2008; Lee and Lee, 2010; Immink et al., 2012; 张长生等, 2021)。在大豆中, SOC1 有四个同

源基因, 分别是 SOC1a、SOC1b、SOC1c 和 SOC1d(Zhong et al., 2012)。近些年来, 关于
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SOC1 基因的功能研究不断深入, 其在大豆生长发育中的多重作用也逐渐被揭示。在开花调控

方面, SOC1a 和 SOC1b 可与 AP1c 在茎顶端生长点相互作用, 激活 LFY 和 AP1c 基因的表

达, 促进开花(Kou et al., 2022; Li et al., 2024); 同时, AP1c 也可直接抑制 SOC1 基因的表达, 

从而防止植物过早开花(Kou et al., 2022; Li et al., 2024)。此外, 在叶片中, SOC1a 和 SOC1b

被证明可直接结合 FT5a 和 FT2a 的调控序列, 增强其转录, 从而促进大豆开花(Kou et al., 

2022)。在分枝数调控方面, SOC1a 与 AGL22 和 Dt2 在蛋白水平上互作, 增强了 Dt2 对于两

个分枝抑制基因 AP1a 和 AP1d 的转录激活效应, 减少分枝(Liang et al., 2022); 在茎生长习

性调控方面, SOC1-Dt2 复合体能够直接抑制大豆茎生长习性关键调控基因 Dt1 的表达, 从而

抑制节数的形成(Liu et al., 2010; Tian et al., 2010)。 

顶芽(包含 SAM 和 AM)与腋芽(包含 AM)在植物的生长、发育及产量构建中具有关键的调

控作用, 其生长发育状态直接塑造了植株的空间构型与物质积累模式。然而目前大豆上关于构

建顶芽和/或腋芽的 cDNA 文库较少。本研究利用 Gateway 方法构建了大豆顶芽和腋芽混合

cDNA 酵母文库, 并对文库进行了质量鉴定、评估及转录本多样性的分析, 以期为筛选与大豆

重要株型调控因子的互作蛋白及后续深入探究互作蛋白的功能奠定基础; 此外, 通过对大豆

SOC1a 互作蛋白的筛选和验证, 为进一步解析 SOC1a 调控大豆株型发育的分子机制提供参

考依据。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

1.1.1 植物材料 

以大豆(Glycine max (L.) Merr.)品种“Williams 82”为实验材料, 分别种植于长日照植物

培养箱(16 小时光照/8 小时黑暗, 25°C)和短日照植物培养箱(12 小时光照/12 小时黑暗, 25°C)

条件下。取长日照下出苗后 7 天, 15 天, 20 天, 25 天和 30 天, 以及短日照下出苗后 7 天, 15

天和 20 天的顶芽(图 1A, B)和腋芽(图 1A, C), 每个时期至少取 10 个单株, 将样品液氮速冻后

放置于-80°C 超低温冰箱保存。 

 

© 植物学报  Chinese Bulletin of Botany



 
图 1 大豆植株的顶芽和腋芽 

(A) 顶芽和腋芽在大豆植株上的位置(bar=10 cm); (B) 大豆植株顶芽部位特写; (C) 大豆植株腋芽部位特

写。白色箭头指示顶芽位置, 红色箭头指示腋芽位置。 

Figure 1 Shoot apexes and axillary buds of soybean plants 

(A) Positions of soybean shoot apexes and axillary buds (bar=10 cm); (B) A close-up view of the shoot 

apex region; (C) A close-up view of the axillary bud region. White arrows indicate shoot apexes; red arrows 

represent axillary buds. 

1.1.2 菌株和载体 

菌株包括: 大肠杆菌E.coli菌株DH5α、农杆菌菌株GV3101、酵母菌株Y187和Y2HGold; 

载体包括: pTF101、pAN580、pDONR222、pGBKT7、pGADT7, pGBKT7-lam、pGBKT7-53、

pGADT7-T、pCAMBIA1300-nLUC 和 pCAMBIA1300-cLUC。以上菌株和载体均由本实验室

保存。 

1.1.3 试剂和药品 

CloneMiner II cDNA Library Construction Kit cDNA 用于酵母文库构建, TRIzol Reagent

试剂盒用于 RNA 抽提, FastTrack MAG mRNA isolation Kit 用于 mRNA 分离, SuperScript III 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR 用于 cDNA 的合成, PureLink Quick Gel Extraction 

and PCR Purification Combo Kit用于凝胶提取和PCR产物纯化, PureLink™ HQ Mini Plasmid 

DNA Purification Kit 用于质粒 DNA 的抽提。UltraPure Agarose、Platinum Taq DNA 

Polymerase、100 mM d NTP Set 以及上述试剂盒均购自美国 Invitrogen 公司; 酵母一缺培养

基 SD/–Trp(TDO)、酵母二缺培养基 SD/–Leu/–Trp(DDO)、酵母三缺培养基 SD/–His/–Leu/–

Trp(TDO)、酵母四缺培养基 SD/–Ade/–His/–Leu/–Trp(QDO)和 X-α-Gal 购自宝生物工程(大

连)有限公司, 3-氨基-1,2,4-三唑(3-AT)购自山东科源生化有限公司。HA-Nanoab-Magnetic 

beads 和 SDS-PAGE sample loading buffer (5×)购自兰博利德商贸有限公司。HA 和 FLAG
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抗体购自全式金生物技术有限公司。荧光素酶底物 D-荧光素钾盐溶液购自科跃中楷生物技术

有限公司。 

1.2 实验方法 

1.2.1 总 RNA 的提取, mRNA 的分离和纯化, 及 cDNA 的合成 

取上述 1.1.1 长短日照条件下不同发育时期大豆植株的顶芽和腋芽样品, 按照 Trizol 法提

取总 RNA, 然后通过琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计法(NanoDrop)对总 RNA 质量进行检

测。参考 FastTrack MAG mRNA isolation Kit 说明书分离纯化 mRNA, 并通过琼脂糖凝胶电

泳鉴定分离结果。按照 CloneMiner II cDNA 文库构建试剂盒使用说明, 将纯化后的 mRNA 进

行反转录合成 cDNA 第一链, 进一步延伸得到与 cDNA 第一链互补的第二条 cDNA 链, 既 ds-

cDNA(double-strand cDNA), 将 ds-cDNA 与三框 attB1 重组接头连接, 再进行 cDNA 分级分

离及收集, 得到所需的带有接头的 cDNA。 

1.2.2 酵母双杂交核系统 cDNA 文库构建 

参考 CloneMiner 说明书构建 cDNA 文库。首先将获得的 cDNA 进行 BP 重组反应, 与

pDONR222 载体进行连接, 将重组载体转化大肠杆菌 DH10B 感受态细胞, 获得初级文库菌

液 , 并进行库容量鉴定及菌落 PCR 鉴定 (F: 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’, R: 5’-

CAGGAAACAGCTATGAC-3’)。然后将验证合格的初级文库用肉汤培养基振荡培养, 收集菌

液进行质粒抽提得到初级文库质粒。稀释初级文库质粒进行 LR 重组反应, 与 pGADT7-DEST

载体进行连接, 将重组载体转化大肠杆菌 DH10B 感受态细胞, 获得次级文库菌液, 并进行库

容 量 鉴 定 及 菌 落 PCR 鉴 定 (F: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’, R: 5’-

AGATGGTGCACGATGCACAG-3’)。再将验证合格的次级文库用肉汤培养基振荡培养, 收集

菌液进行质粒抽提得到次级文库质粒。将次级文库质粒转化酵母菌株 Y187, 在 SD/-Leu 平板

上检测转化效率并筛选收集转化子, 获得酵母 AD 文库菌液, 并进行库容量鉴定及菌落 PCR

鉴定(F: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’, R: 5’-AGATGGTGCACGATGCACAG-3’)。 

参考 CloneMiner 说明书, 对库容、插入片段长度和重组率进行鉴定。库容(每毫升文库

菌液库容量) CFU/mL =平板上的单克隆数/平板上涂布菌液的体积(μL)×n×1000(μL), 其中n是

原始菌液的稀释倍数。总的文库库容 CFU=CFU/mL×文库菌液的总体积; 插入片段平均长度

是随机挑选 24 个菌落 PCR 所得到的插入片段长度的平均值; 重组率是菌落 PCR 中阳性插入

片段的克隆占总检测克隆数的比例。 
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1.2.3 cDNA 文库质粒 PCR 建库及二代测序分析 

以 cDNA 文库质粒为模板, 使用文库载体引物(F: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’, 

R: 5’-AGATGGTGCACGATGCACAG-3’)进行 PCR 扩增, 随后将产物片段化并连接测序接头

构建文库, 经 Illumina 平台进行双端测序。获得原始数据后, 首先通过质量过滤获得 clean 

reads, 随后利用 HISAT2 (Kim et al., 2015)将高质量序列比对至大豆参考基因组

(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Gmax_Wm82_a2_v1)进行基因注释。 

1.2.4 SOC1a 蛋白的亚细胞定位 

为了确定 SOC1a 在细胞中发挥功能的部位, 对 SOC1a 蛋白进行亚细胞定位。首先利用

同源重组法分别构建 pTF101-SOC1a-GFP (引入 Avr II 和 Spe I 酶切位点 , F: 5’-

GACTCTAGACTTAAGCCTAGGATGGTGAGAGGAAAGACTCAGATG-3’, R: 5’-

CACCATTGGCGCGCCACTAGTGATAGACCTGGGTAGTCCAATGAA-3’) 和 pAN580-

SOC1a-GFP ( 引 入 Xba I 和 BamHI 酶 切 位 点 , F: 5’-

AAGTCCGGAGCTAGCTCTAGAATGGTGAGAGGAAAGACTCAGATG-3’, R: 5’-

GCCCTTGCTCACCATGGATCCGATAGACCTGGGTAGTCCAATGAA-3’)表达载体。然后将

其分别瞬时转入烟草表皮细胞和拟南芥原生质体中进行培养, 再用激光共聚焦显微镜观察

GFP 荧光信号。 

1.2.5 pGBKT7-SOC1a 诱饵载体的构建 

根据 SOC1a 基因(Glyma.18G224500)编码序列设计引物, 分别引入 EcoRI 和 BamHI 酶

切位点 (F: 5’-CATGGAGGCCGAATTCATGGTGAGAGGAAAGACTCAGATG-3’, R: 5’-

GCAGGTCGACGGATCCCTAGATAGACCTGGGTAGTCCAATG-3’)。以大豆 Williams82

茎顶端生长点 cDNA 为模板扩增并回收 SOC1a 片段, 对 pGBKT7 载体进行 EcoRI 和 BamHI

双酶切并回收线性化载体, 然后采用重组法将上述目的片段和线性化载体连接, 重组产物转

化 DH5α 大肠杆菌感受态细胞, 涂布于含 50 μg∙mL–1卡那霉素(Kanamycin, Kana)的 LB 平板, 

37°C 培养 12–16 小时。挑取单克隆 PCR 鉴定后, 将阳性克隆送测序验证, 将测序正确的单

克隆菌液进行质粒抽提。 

1.2.6 诱饵蛋白毒性及自激活活性检测 

将表 1 中的载体组合分别转入酵母 Y2HGold 感受态。将含编号 1 载体组合的酵母菌液涂

布于 TDO 平板上, 30°C 恒温倒置培养 3–5 天, 观察生长情况, 以确定诱饵蛋白对酵母细胞的

© 植物学报  Chinese Bulletin of Botany



毒性。将含编号 2、3、4 载体组合的酵母菌液分别涂布于 DDO、TDO、QDO/X 平板上, 30°C

恒温倒置培养 3–5 天, 观察生长情况, 以确定诱饵蛋白的自激活活性。 

表 1 毒性及自激活活性检测实验的不同载体组合 

Table 1 Plasmid combinations for toxicity and self-activation assays 

No. Prey plasmid Bait plasmid Utilization 

1 – pGBKT7-SOC1a Toxicity assay 

2 pGADT7-T pGBKT7-53 Positive control 

3 pGADT7-T pGBKT7-lam Negative control 

4 pGADT7 pGBKT7-SOC1a Self-activation assay 

1.2.7 cDNA 文库筛选 

本实验通过 mating 法进行酵母文库筛选, 具体方法如下。首先, 将诱饵质粒 pGBKT7-

SOC1a 转化酵母感受态 Y2HGold, 取 4–5 mL 含诱饵质粒 pGBKT7-SOC1a 的新鲜酵母菌液, 

与 1 mL 酵母 AD 文库菌液混合加入到 2L 的灭菌锥形瓶中, 加人 45 mL 含 50 μg·mL–1 Kana

的 2×酵母膏胨葡萄糖琼脂培养基 (yeast extract peptone dextrose medium with agar, YPDA)

液体培养基中, 在 30°C 摇床低速振荡培养 20–24 小时, 在 40×显微镜下观察酵母杂交液中是

否出现三叶草状结合子。 

离心后, 收集菌体, 重悬于含 50 μg·mL–1 Kana 的 0.9% NaCl 液体培养基中, 将菌液涂布

QDO 初筛平板, 30°C 恒温培养 3–5 天。挑取初筛平板上的单克隆, 分别于 10μL 的 0.9% NaCl

液体中震散混匀, 吸取 2.5 μL 菌液分别点在 DDO、QDO/X 平板上, 晾干, 30°C 恒温倒置培养

3–5 天, 进一步观察酵母克隆生长情况。挑取 QDO/X 培养基上生长的单菌落进行菌落 PCR 

(F: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’, R: 5’-AGATGGTGCACGATGCACAG-3’), 然后进

行扩增片段大小的鉴定、测序以及 BLAST 比对分析。去除空载和重复序列后, 确定阳性克隆

的序列信息, 即为 SOC1a 的候选互作蛋白。 

1.2.8 点对点回转验证 

克隆候选互作蛋白的编码基因, 参考 1.2.3 中的载体构建方法, 将候选互作蛋白的编码基

因插入到 pGADT7 中 (引物中分别引入 EcoR I 和 BamHI 酶切位点 ; COP9-F: 5’-

GGAGGCCAGTGAATTCATGCAAGGCAAAGAAATGGAAG-3’, COP9-R: 5’-

CGAGCTCGATGGATCCACTTTCAATCATTGGTTCGGGAC-3’; SEP2-F: 5’-

GGAGGCCAGTGAATTCATGGGGAGGGGAAGAGTGGA-3’, SEP2-R: 5’-

CGAGCTCGATGGATCCAAGCATCCATCCAGGAATAAATC-3’; ZFP-F: 5’-

GGAGGCCAGTGAATTCATGGCGGATCCGAAAGCCT-3’, ZFP-R: 5’-
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CGAGCTCGATGGATCCGCAAGCCGAATCGCCACCT-3’; IAA14-F: 5’-

GGAGGCCAGTGAATTCATGGAGGTTGGCCTCAACAAG-3’, IAA14-R: 5’-

CGAGCTCGATGGATCCGCTCCTGTTCTTGGATTTTGC-3’; 11G-F: 5’-

GGAGGCCAGTGAATTCATGCCAAAGGAGAGAAGGGATAGAT-3’, 11G-R: 5’-

CGAGCTCGATGGATCCTGGTGGAGGTGTCCGCCGCC-3’), 构建 pGADT7 重组载体。 

将表 2 中的载体组合分别转入酵母 Y2HGold 感受态涂布于 DDO 平板上, 30°C 恒温倒置

培养 3–5 天, 待菌斑生长至 2–3 mm, 挑取 3 个菌斑各自于 10 μL 0.9% NaCl 溶液中震散混

匀, 分别点到 DDO 和 QDO/X 平板上, 30°C 条件下倒置培养 3–5 天, 直至菌落长出。 

表 2 回转验证中的不同载体组合 

Table 2 Different plasmid combinations retransformed in yeast cells 

No. Prey plasmid Bait plasmid Utilization 

1 pGADT7-T pGBKT7-53 Positive control 

2 pGADT7-T pGBKT7-lam Negative control 

3 pGADT7 pGBKT7-SOC1a Self-activation test 

4 pGADT7-COP9 pGBKT7 Self-activation test 

5 pGADT7-SEP2 pGBKT7 Self-activation test 

6 pGADT7-ZFP pGBKT7 Self-activation test 

7 pGADT7-IAA14 pGBKT7 Self-activation test 

8 pGADT7-11G pGBKT7 Self-activation test 

9 pGADT7-COP9 pGBKT7-SOC1a Experimental group 

10 pGADT7-SEP2 pGBKT7-SOC1a Experimental group  

11 pGADT7-ZFP pGBKT7-SOC1a Experimental group  

12 pGADT7-IAA14 pGBKT7-SOC1a Experimental group  

13 pGADT7-11G pGBKT7-SOC1a Experimental group  

 

1.2.9 免疫共沉淀实验(Co-immunoprecipitation assay, Co-IP) 

利用同源重组法分别构建 pTF101-SOC1a-6×HA (引入 AvrII 和 MluI 酶切位点, F: 5’-

GACTCTAGACTTAAGCCTAGGATGGTGAGAGGAAAGACTCAGATG-3’, R: 5’-

ATCGTATGGGTACATACGCGTGATAGACCTGGGTAGTCCAATGAA-3’) 和 pTF101-

SEP2-3×FLAG ( 引 入 XbaI 和 BamHI 酶 切 位 点 , F: 5’-

GAGAACACGGGGGACTCTAGAATGGGGAGGGGAAGAGTGGA-3’, R: 5’-

ATCCTTGTAGTCCATGGATCCTCAAAGCATCCATCCAGGAAT-3’)表达载体。将构建成功

的载体分别转化农杆菌 GV3101。以 pTF101-SOC1a-6×HA 和 pTF101-GFP-3×FLAG 为阴性

对照, pTF101-SOC1a-6×HA 和 pTF101-SEP2-3×FLAG 为实验组, 将 2 种混合菌液组合分别
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注射烟草, 光照培养 48 至 72 小时后取样, 于液氮中研磨充分。将预冷的 RIPA lysis buffer 

(20% Glycerol, 2% Triton X-100, 150 mmol∙L–1 NaCl, 50 mmol∙L–1 Tris-HCl pH7.4, 1 mmol∙L–

1 PMSF, 1× cocktail)加入到样品中, 冰上静置裂解后离心, 获得蛋白提取液。取 2 份 30 µL 的

HA-Nanoab-Magnetic beads 用 1 mL wash buffer (2% Triton X-100, 20% Glycerol, 150 

mmol∙L–1 NaCl, 50 mmol∙L–1 Tris-HCl pH7.4)洗涤 3 次, 分别加入到蛋白提取液中。各取 20 

µL 的蛋白提取液作为 Input, 加入 5 µL SDS-PAGE sample loading buffer (5×), 沸水中煮 8

分钟, 收集上清备用。剩余提取液放置 4°C 摇床孵育 3 小时, 于冰上用磁力架吸附 beads, 去

除上清, 加入 1 mL wash buffer 清洗, 重复 3 次。取 100 µL wash buffer 重悬 beads, 加入 25 

µL SDS-PAGE sample loading buffer (5×) , 沸水中煮 8 分钟, 收集上清作为 Output。最后将

Input 和 Output 样品分别用 HA 和 FLAG 抗体进行 western blot 检测。 

1.2.10 荧光素酶互补实验(Luciferase complementation imaging assay, LCI)  

利用同源重组法分别构建 pCAMBIA1300-SOC1a-nLUC (引入 KpnI 和 SalI 酶切位点, F: 

5’-GACGAGCTCGGTACCATGGTGAGAGGAAAGACTCAGATG-3’, R: 5’-

CGAGATCTGGTCGACGATAGACCTGGGTAGTCCAATGAA-3’)和 pCAMBIA1300-SEP2-

cLUC ( 引 入 KpnI 和 SalI 酶 切 位 点 , F: 5’-

TCCCGGGGCGGTACCATGGGGAGGGGAAGAGTGGA-3’, R: 5’-

GCTCTGCAGGTCGACTCAAAGCATCCATCCAGGAAT-3’)载体。将构建成功的载体分别转

化农杆菌 GV3101, 并配置不同的菌液组合 , 实验组 : pCAMBIA1300-SOC1a-nLUC 和

pCAMBIA1300-SEP2-cLUC, 阴 性 对 照 组 1: pCAMBIA1300-SOC1a-nLUC 和

pCAMBIA1300-GUS-cLUC, 阴性对照组 2: pCAMBIA1300-GUS-nLUC 和 pCAMBIA1300-

SEP2-cLUC。将烟草叶片分为三个区域, 分别注射以上三种不同的菌液组合。注射后的烟草

叶片在光照培养箱中培养 48 至 72 小时, 随后于相同部位注射荧光素酶底物 D-荧光素钾盐溶

液, 暗置 5 分钟, 置于活体成像系统中检测荧光信号, 并拍照记录。 

2 结果与分析 

2.1 大豆酵母双杂交核系统 cDNA 文库构建与分析 

本研究提取了大豆 Williams 82 不同发育时期顶芽和腋芽组织的总 RNA, 琼脂糖凝胶电

泳结果所示(图 2A), 核糖体 28S 和 18S 条带明亮清晰, RNA 浓度为 1 683.1 ng∙µL–1, OD260/ 
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OD280 为 2.14, OD260/OD230 为 2.21, 表明提取的总 RNA 质量良好, 可以进行后续 mRNA 的

分离(图 2B)和 cDNA 的合成(图 2C)。 

将 ds-cDNA 与三框 attBl 重组接头连接, BP 重组反应后转化大肠杆菌 DH10B, 将重组载

体转化大肠杆菌DH10B 感受态细胞, 获得初级文库, 文库质量检测结果显示, cDNA 初级文库

总克隆数为 1.92×107 CFU, 重组率 100%, 平均插入片段长度>1 000 bp (图 2D, E)。抽提初

级文库质粒进行 LR 重组反应, 将重组载体转化大肠杆菌 DH10B 感受态细胞, 获得次级文库, 

文库质量检测结果显示, 次级文库总克隆数为 1.20×107 CFU, 重组率 100%, 平均插入片段长

度>1 000 bp (图 2F, G)。将次级文库质粒转化酵母菌株 Y187 获得酵母文库, 文库质量检测结

果显示, 滴度为 1.10×108 cells∙mL–1, 酵母克隆 PCR 鉴定结果显示平均插入片段长度>1 000 

bp (图 2H, I)。以上结果表明, 所构建的酵母文库符合双杂交筛选的要求, 可用于后续实验筛

选。 

 

图 2 大豆核体系酵母 cDNA 文库构建 

(A) 总 RNA 琼脂糖凝胶电泳检测结果(M: RL 4000 RNA Marker); (B) 分离的 mRNA 琼脂糖凝胶电泳检测结

果(M: DL 2000 DNA Marker); (C) 反转录双链 cDNA 的琼脂糖凝胶电泳检测结果(M: DL 2000 DNA Marker); 

(D) 初级文库库容鉴定; (E) 初级文库插入片段的 PCR 检测(M: DL 2000 DNA Marker); (F) 次级文库库容鉴
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定; (G) 次级文库插入片段 PCR 检测(M: DL 2000 DNA Marker); (H) 酵母文库滴度鉴定; (I) 酵母文库插入片

段 PCR 检测(M: DL 2000 DNA Marker) 

Figure 2 Construction of soybean nuclear system yeast cDNA library 

(A) Agarose gel electrophoresis of total RNA (M: RL 4000 RNA Marker); (B) Agarose gel electrophoresis of 

mRNA (M: DL 2000 DNA Marker); (C) Agarose gel electrophoresis of ds-cDNA (M: DL 2000 DNA Marker); 

(D) Identification of primary library capacity; (E) PCR examination of inserted fragments in primary library 

(M: DL 2000 DNA Marker); (F) Identification of secondary library capacity; (G) PCR examination of inserted 

fragments in secondary library (M: DL 2000 DNA Marker); (H) Assessment of yeast library titer; (I) PCR 

examination of inserted fragments in yeast library (M: DL 2000 DNA Marker) 

2.2 cDNA 文库的转录本多样性分析 

为进一步检测构建的 cDNA 文库的转录本多样性, 我们以文库质粒为模板, 通过 PCR 建

库和二代测序的方法, 分析了文库中基因的种类及丰度。结果显示, 二代测序共获得 5.76 G

的 clean data, Q30 碱基分布在 90.77%; 比对参考基因组后, 对蛋白编码基因进行注释, 共获

得 29 170 个基因(附表 1), 其中包括已知的大豆株型相关基因, 如 Dt2 (Ping et al., 2014; Kou 

et al., 2021; Liang et al., 2022)、AGL22 (Liang et al., 2022)、FULc (Sun et al., 2025)、AP1 

(Chen et al., 2020; Yue et al., 2021)、RIN1 (Li et al., 2023)、ILPA1 (Sun et al., 2023)、SPL9 

(Bao et al., 2019)和 SWEET11/21 (Su et al., 2024) (附表 1)。以上结果说明, 本研究构建的

cDNA 文库包含的转录本丰富, 可用于后续的酵母双杂交文库筛选。 

2.3 大豆 SOC1a 蛋白的亚细胞定位分析 

将 pTF101-GFP 空载体(对照组)与重组表达载体 pTF101-SOC1a-GFP 菌液用烟草侵染

液悬浮后, 注射烟草叶片, 三天后, 取叶片于激光共聚焦显微镜下观察绿色荧光蛋白的激光信

号。结果显示(图 3A), 对照组的 GFP 蛋白可在细胞核、细胞膜和细胞质中检测到激光信号; 

SOC1a-GFP 与对照组蛋白结果一致, 在细胞核、细胞膜和细胞质中均检测到激光信号。 

采用 PEG 介导法, 将 pAN580-GFP 空载体(对照组)与重组表达载体 pAN580-SOC1a-

GFP 分别转化拟南芥叶肉原生质体, 培养 18 小时后, 吸取拟南芥原生质体于激光共聚焦显微

镜下进行荧光检测。结果显示(图 3B), 对照组的 GFP 蛋白可在细胞核、细胞膜和细胞质中检

测到激光信号; SOC1a-GFP 与对照组蛋白结果一致, 在细胞核、细胞膜和细胞质中均检测到

激光信号。 
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以上两种方法检测结果与前人的研究结论部分一致(Zhong et al., 2012; Na et al., 2013), 

推测大豆 SOC1a 蛋白可能在细胞核、细胞质和细胞膜上均发挥作用, 因此可以用于核系统双

杂交 cDNA 文库的互作蛋白筛选。 

 

图 3 SOC1a 蛋白的亚细胞定位 

GFP 和 SOC1a-GFP 融合蛋白分别在烟草表皮细胞(A)和拟南芥原生质体细胞(B)中的瞬时表达。GFP: 绿色

荧光蛋白; Chl: 叶绿素荧光; Light: 白光; Merge: 合并。Bars=20 μm 

Figure 3 Subcellular localization of SOC1a 

Transient expression of GFP and SOC1a-GFP fusion protein in tobacco epidermal cells (A) and Arabidopsis 

protoplasts (B). GFP: Green fluorescent protein; Chl: Chlorophyll autofluorescence; Light: Bright-field image; 

Merge: Merged channels. Bars=20 μm 

2.4 pGBKT7-SOC1a 毒性与自激活活性检测 

根据 SOC1a 基因 CDS 序列设计引物, 通过重组法将目标序列连接到载体 pGBKT7 上, 

构建诱饵载体 pGBKT7-SOC1a。将 pGBKT7-SOC1a 载体转入 Y2HGold 酵母菌株并涂布于

TDO 筛选平板上, 然后利用菌落 PCR 对平板上的单克隆进行 PCR 检测。结果显示 pGBKT7-

SOC1a 载体成功转入酵母细胞, 且对酵母无毒性, 可在 TDO 平板上正常生长(图 4A)。 
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将 pGBKT7-SOC1a 和 pGADT7 载体共转化 Y2HGold 酵母菌株进行自激活活性检测。结

果显示(图 4B–J, 表 3), 阳性对照和阴性对照生长情况与预计相符合, 说明实验体系对照成立。

自激活检测组在 DDO 筛选平板上可正常生长, 但在 TDO 和 QDO/X 上不能生长, 说明构建的

诱饵载体 pGBKT7-SOC1a 无自激活现象, 可用于后续酵母文库筛选。 

 

 

图 4 pGBKT7-SOC1a 诱饵载体的毒性及自激活活性检测 

(A) 转 pGBKT7-SOC1a 载体的酵母在 SD/–Trp 平板的生长情况; (B)–(D) 阳性对照 pGBKT7-53+pGADT7-

T 在 DDO、TDO、QDO/X 平板的生长情况; (E)–(G) 阴性对照 pGBKT7-lam+pGADT7-T 在 DDO、TDO、

QDO/X 平板的生长情况; (H)–(J) pGBKT7-SOC1a+pGADT7 在 DDO、TDO、QDO/X 平板的生长情况。 

Figure 4 Examination of the toxicity and self-activation of pGBKT7-SOC1a 

(A) Growth status of yeast cells containing pGBKT7-SOC1a recombinant vector on SD/–Trp plate; (B)–(D) 

Growth status of yeast cells containing positive control (pGBKT7-53 + pGADT7-T) on DDO, TDO, and 

QDO/X plates; (E)–(G) Growth status of yeast cells containing negative control (pGBKT7-lam + pGADT7-T) 

on DDO, TDO, and QDO/X plates; (H)–(J) Growth status of yeast cells containing pGBKT7-SOC1a and 

pGADT7 on DDO, TDO, and QDO/X plates. 
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表 3 自激活检测与平板单克隆生长情况描述 

Table 3 Self-activation test and description of growth status of clones on different plates 

Utilization Prey plasmid Bait plasmid DDO TDO QDO/X 

Positive control pGADT7-T pGBKT7-53 Normal growth Normal growth Normal growth 

with blue clones  

Negative control pGADT7-T pGBKT7-lam Normal growth No growth No growth 

Self-activation assay pGADT7 pGBKT7-SOC1a Normal growth No growth No growth 

2.5 酵母双杂交文库筛选与 SOC1a 互作的蛋白 

以 pGBKT7-SOC1a 为诱饵, 采用 Mating 法筛选构建的大豆顶芽和腋芽的 cDNA 文库。

初筛共获得 50 个阳性克隆, 经 DDO 和 QDO/X 培养基进一步点板验证(图 5), 发现其中 32 个

克隆在 QDO/X 培养基上表现出稳定生长特性(图 5)。通过菌落 PCR、测序及 BLAST 比对, 最

终鉴定到 14 个特异基因(去除重复克隆) (表 4), 其功能注释涉及参与碳水化合物代谢、酶反

应、RNA 合成、蛋白质合成和激素代谢等多种生物学过程。 

  

图 5 SOC1a 酵母双杂交筛库结果 

(A) DDO 平板筛选的阳性克隆; (B) QDO/X 平板筛选的阳性克隆。P: 阳性对照, N: 阴性对照 

Figure 5 Result of cDNA library screening of SOC1a 

(A) Positive clones selected on DDO plate; (B) Positive clones identified on QDO plate. P: positive control, 

N: negative control 

表 4 互作克隆的测序及比对 

Table 4 Sequencing and alignment of interacting clones 

Clone No. Function annotation Gene ID 

1, 12 RING zinc finger protein Glyma.08G158300 

2, 11, 13, 18, 34 COP9 signalosome complex subunit 5 Glyma.06G076000 

4 Ribosomal RNA processing protein 7-related Glyma.07G204700 

14 Auxin-responsive protein IAA (IAA14) Glyma.03G158700 

21 SNF1 protein kinase subunit beta-2-related Glyma.13G141800 
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22 Protein TIC 20-I, chloroplastic Glyma.08G207200 

24, 40, 43 PRP40 pre-mRNA processing factor 40 homolog A  Glyma.17G233000 

27 Poly (ADP-ribose) polymerase 1 Glyma.03G161300 

30 Shikimate kinase Glyma.01G014900 

37 Voltage-dependent anion-selective channel Glyma.13G064900 

38 Thyroid receptor interacting protein related Glyma.17G099300 

41 Protein of unknown function Glyma.11G222000 

46 Protein pelota (PELO, DOM34, pelA) Glyma.20G219800 

50 MADS-box protein; AGL4, SEP2 Glyma.13G052700 

2.6 酵母阳性克隆点对点回转验证 

为了验证阳性克隆的准确性, 降低酵母双杂交筛选的假阳性率, 我们根据阳性克隆注释

信 息 , 以 及 结 合 已 有 的 文 献 报 道 , 选 取 了 编 码 COP9 (CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHOGENESIS 9)信号小体 CSN5 (SIGNALOSOME COMPLEX SUBUNIT 5)亚

基的基因 Glyma.06G076000, 编码 MADS-box 家族转录因子 SEPALLATA2 (SEP2)的基因

Glyma.13G052700, 编码锌指蛋白的基因Glyma.08G158300, 编码生长素响应蛋白 IAA14的

基因 Glyma.03G158700, 以及编码一个未知功能蛋白的基因 Glyma.11G222000, 进行进一

步的点对点回转验证。将 5 个候选基因的 CDS 序列构建到 pGADT7 载体上, 依次命名为: 

pGADT7-COP9、pGADT7-SEP2、pGADT7-ZFP、pGADT7-IAA14 和 pGADT7-11G。将表

2 中的载体组合分别转入酵母 Y2HGold 感受态, 涂布于 DDO 平板上, 30°C 恒温倒置培养 3–

5 天, 待菌斑生长至 2–3 mm, 分别挑取 3 个单克隆于 10 μL 0.9% NaCl 溶液中, 混匀后分别

点到 DDO 和 QDO/X 平板上。30°C 条件下倒置培养 3–5 天, 直至菌落长出, 以确认候选蛋白

与 SOC1a 的互作关系。 

点板验证结果显示, 对照组和实验组在 DDO 培养基上均能正常生长(图 6), 说明质粒转

化成功。在 QDO/X 培养基上, 仅阳性对照及实验组(pGBKT7-SOC1a+pGADT7-SEP2 和

pGBKT7-SOC1a+pGADT7-ZFP) 能 够 正 常 生 长 且 呈 现 蓝 色 ( 图 6) 。 由 于 对 照 组

pGBKT7+pGADT7-COP9 存在自激活现象, 我们通过不同浓度 3-AT 的筛选实验, 最终确定

75 mmol∙L–1 3-AT 可有效抑制其在 QDO/X 培养基上的背景活性(图 6)。随后, 我们将共转化

pGBKT7-SOC1a+pGADT7-COP9 的酵母细胞涂布于含有 75 mmol∙L–1 3-AT 的 QDO/X 培养

基上, 但结果显示其不互作(图 6)。以上这些实验结果表明, 在酵母细胞内 SOC1a 能够与候选

蛋白 SEP2 和 ZFP 发生特异性相互作用。 
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图 6 SOC1a 与 5 个候选互作蛋白的回转验证 

Figure 6 Validation results of SOC1a with five candidate interacting proteins 

 

2.7 Co-IP 和 LCI 实验验证蛋白互作 

本研究选取了通过酵母双杂交实验初步证实存在互作关系的蛋白 SEP2, 进一步采用 

Co-IP (免疫共沉淀)和 LCI (荧光素酶互补)实验来验证其与 SOC1a 蛋白的互作情况。Co-IP 实

验结果显示: 在 Input 样本中, 使用 HA 和 Flag 抗体均能检测到目的蛋白对应的条带, 说明对

照组中两种蛋白 SOC1a 和 GFP, 以及实验组两种蛋白 SOC1a 和 SEP2 均存在(图 7A); 在

Output 样本中, 对照组中的 GFP 蛋白未被 FLAG 抗体检测到, 而实验组中检测到了 SEP2 蛋

白的条带(图 7A), 证明了 SOC1a 和 SEP2 蛋白之间存在互作关系。LCI 实验结果显示, 将含

有 SOC1a-nLUC 和 SEP2-cLUC 重组质粒的菌液共转化烟草叶片后, 可检测到荧光信号, 而

阴性对照组未检测到任何信号(图 7B), 这一结果再次证实了SOC1a能够与SEP2蛋白发生互

作。综上实验结果证实了 SOC1a 和 SEP2 这两个蛋白可在植物体内发生互作(图 7)。 
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图 7 Co-IP 和 LCI 实验验证 SOC1a 和 SEP2 蛋白的互作 

(A) Co-IP 实验验证 SOC1a 和 SEP2 蛋白的互作, 用 HA 和 FLAG 抗体进行目的蛋白检测; (B) LCI 实验验证

SOC1a 和 SEP2 蛋白的互作。阴性对照组: SOC1a-nLUC+GUS-cLUC 和 GUS-nLUC+SEP2-cLUC 

Figure 7 Co-IP and LCI assays of the interaction of SOC1a and SEP2 

(A) Co-IP assay of the interaction of SOC1a and SEP2, gel blots were probed with monoclonal anti-HA and 

anti-FLAG antibodies; (B) LCI assay of the interaction of SOC1a and SEP2. Negative control: SOC1a-

nLUC+GUS-cLUC and GUS-nLUC+SEP2-cLUC 

 

3 讨论 

酵母双杂交技术能够高效、灵敏地在活细胞内研究蛋白质之间的相互作用, 解析相关基因

的生物学功能, 探索基因之间的调控关系。大豆是人类食物和饲料中最重要的蛋白质来源之一, 

是我国重要的主粮作物。相比于其他部位, 大豆的顶芽(包含 SAM 和 AM)和腋芽(包含 AM)是

研究开花期、株型发育生物学的重要部位。SAM 在胚胎发育过程中形成, 是植物地上器官形

态建成的“细胞工厂”。在营养生长期间, SAM 产生叶原基和 AM (Mayer et al., 1998; Schoof 

et al., 2000); 在生殖生长期间 , SAM 转变为花序分生组织 , 直接产生花或结花分枝

(Prusinkiewicz et al., 2007; Benlloch et al., 2015)。AM 起源于 SAM, 其进一步的生长通常包

括两个过程: 首先, AM长成腋芽, 最初往往处于休眠状态, 在内源信号和环境因素的共同调控

下, 可发育成分枝或花序或花, 也可继续保持休眠(Hou et al., 2024; Li et al., 2024)。AM 的发

育在不同物种间存在差异, 表现出丰富的多样性, 例如, 在玉米(Zea mays)中只有一个或两个

AM 能够分化并发育成玉米穗并最终产生玉米(Gallavotti et al., 2011; Yao et al., 2019); 小麦

(Triticum) (Li et al., 2021)、水稻(Oryza sativa) (Doust et al., 2004)只产生末端花序, 叶腋处

的 AM 大多处于休眠状态; 而在大豆的叶腋中有许多 AM, 这些 AM 最终生长为分枝, 再由分

枝产生花和荚, 在很大程度上决定着分枝和花序的总数量和相对数量, 也就是潜在的荚数, 因

此 AM 的发育对大豆的株型发育和最终的产量都有着至关重要的影响。通过构建顶芽和腋芽

的 cDNA 文库, 能够从分子层面深入理解大豆生长发育的核心机制, 为高产、抗逆、适应性强
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的品种设计提供理论依据和基因资源。本研究混合不同发育时期的顶芽和腋芽组织, 通过

Gateway 方法构建了具有较好的完整性、较广泛的覆盖率以及良好的 cDNA 片段多态性的高

质量核系统 cDNA 文库, 各项指标符合建库要求, 可以用于后续酵母双杂交筛库实验。该文库

能够最大程度获得 SAM 和 AM 中的功能基因集合, 从而为互作蛋白的筛选和调控网络的解析

提供了充足的保障。 

SOC1 属于MADS-box MIKC型转录因子, 参与调控大豆的开花时间和株型发育。在SAM

中, SOC1a 和 SOC1b 受到 FT2a 和 FT5a 的调控上调表达, 然后激活下游 LFY 和 AP1c 基因

的表达, 促进大豆开花(Kou et al., 2022; Li et al., 2024); SOC1a 和 SOC1b 与 Dt2 彼此互作

形成 SOC1a-SOC1b-Dt2 复合物, 直接结合 Dt1 基因的启动子, 抑制其表达来微调大豆的茎

节伸长、株高和茎生长习性(Kou et al., 2022)。在 AM 中, SOC1a 也被证明可与 Dt2 和 AGL22

互作调控大豆的分枝数目(Liang et al., 2022)。尽管目前已经报道了 2 个与大豆 SOC1 互作的

蛋白, 但是仍存在很多功能未知的互作蛋白有待进一步挖掘及后续功能的深入探究。本研究通

过筛选大豆顶芽和腋芽酵母双杂交 cDNA 文库, 共获得 14 个与 SOC1a 互作的候选蛋白, 这

为研究大豆 SOC1 基因调控株型发育的分子机制开拓了新路径。 

本研究选择编码 COP9 信号小体 CSN5 亚基的基因 Glyma.06G076000、编码 MADS-box

家族转录因子 SEP2 的基因 Glyma.13G052700、编码锌指蛋白的基因 Glyma.08G158300、

编码生长素响应蛋白 IAA14 的基因 Glyma.03G158700 和编码一个未知功能蛋白的基因

Glyma.11G222000 进行后续点对点的回转验证, 但实验结果证明只有 SEP2 和锌指蛋白能够

与 SOC1a 互作。SEP 属 MADS-box 家族转录因子, E 类基因, 与 ABC 类基因共同调控花器

官的发育(Pelaz et al., 2000; Theissen and Saedler, 2001; Ditta et al., 2004; Theißen et al., 

2016)。SEP 在花发育中的功能已被证明在不同物种中广泛保守(Cui et al., 2010; Zhang et al., 

2017; Morel et al., 2019; Li G et al., 2021; Zhang et al., 2021; Zhang et al., 2024; Song et al., 

2024; Hoong et al., 2025)。例如, 在番茄中, SlMBP21 在合轴花序分生组织 SIM (sympodial 

inflorescence meristem)向花分生组织 FM (floral meristem)的转变中发挥重要功能, 利用

RNAi 技术抑制 SlMBP21 表达, 植株除萼片膨大和离区发育受抑制外, 花数和果实产量也显

著增加(Zhang et al., 2024); 苹果 SEP1/2-like 基因 MADS8 (MADS8ox)是果肉发育和成熟的

关键调控因子之一, 过表达 MADS8ox 促进开花(Hoong et al., 2025); 在万寿菊中, 研究人员

克隆并鉴定了 5 个 SEP-like 基因, 分别是 TeSEP3-1、TeSEP3-2、TeSEP3-3、TeSEP1 和
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TeSEP4, 在拟南芥和烟草中异位表达 TeSEP3-2、TeSEP3-3、TeSEP1 和 TeSEP4 导致早

花, 在烟草中过表达TeSEP4降低了花瓣和雄蕊的数量, 而过表达TeSEP1导致萼片变长, 花

序结构变简单(Zhang et al., 2021); 黄瓜的 CsSEP2 功能丧失导致花器官发育异常, 进一步的

研究证明了 CsSEP2 可通过直接结合并抑制下游基因 CsCRC 的转录活性调控黄瓜的果实伸

长(Song et al., 2024)。由此推测, SEP2 与 SOC1a 可能对花器官和果实的生长与发育发挥类

似的调控作用。锌指蛋白在植物中通过转录调控、表观修饰、激素信号整合及胁迫响应等机制

广泛参与植物的生长发育和逆境适应(Lin et al., 2011; Gao et al., 2013; Chao et al., 2014; 

Duan et al., 2021; Yan et al., 2022; Liu et al., 2022; Wang et al., 2022; Gao et al., 2024)。例

如, 在水稻中, Ehd4 基因编码一种新型 CCCH 型锌指蛋白, Ehd4 通过刺激 Ehd1 的表达上

调 Hd3a 和 RFT1 的转录来促进开花, 而 ehd4 突变体在自然长日照条件下永不开花(Gao et 

al., 2013); 在苜蓿中, 编码 CCCH 型锌指蛋白的 MsZFN 是暗诱导的基因, 长日照条件下在

拟南芥中异位表达 MsZFN 上调开花抑制因子 FLC, 下调开花促进因子 FT、SOC1 和 GI, 从

而使得植株开花延迟(Chao et al., 2014); 在腊梅中, 编码 CCCH 型锌指蛋白的 CpC3H3 基因

在 FM 形成期的花芽中显著积累; 在拟南芥中过表达 CpC3H3 时, AP1、FT、LFY 和 SOC1 的

表达均上调, 而 FLC 的表达下调 , 最终导致植株开花提前(Liu et al., 2022); 在水稻中, 

Cys2/His2 锌指蛋白 ZFP207 通过直接结合 OsGA20ox2 的启动子抑制其表达, 来调控植株的

株高和籽粒长度(Duan et al., 2021)。由此推测, 大豆中编码锌指蛋白的 Glyma.08G158300 可

能对大豆的开花时间、茎生长习性有调控作用, 这与 SOC1a 的功能相似, 因此研究该基因的

编码蛋白与 SOC1a 之间的互作关系对后续的研究至关重要。 

虽然酵母双杂交技术已经在多种作物中广泛应用, 但该技术仍存在一些缺陷, 例如: 可能

出现假阳性结果, 即通过酵母双杂交检测到的蛋白质互作在真实情况下可能不发生; 也可能

出现假阴性结果, 即一些表达的融合蛋白在酵母菌株中产生毒性, 抑制报告基因的表达和酵

母的生长, 或者蛋白间的相互作用较弱, 报告基因表达度低甚至不表达, 使得酵母双杂呈现假

阴性结果。基于上述问题, 候选蛋白的互作关系可利用免疫共沉淀、双分子荧光互补、荧光素

酶互补或 Pull-Down 等技术进行进一步的验证。此外, 本研究未筛选到与大豆 SOC1 互作的

已知蛋白, 如 AGL22 和 Dt2, 我们推测这可能与文库的筛选效率, 及蛋白的互作强弱和稳定

性等有关。 
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综上, 本研究构建了大豆顶芽和腋芽酵母双杂交核系统 cDNA 文库, 筛选获得 14 个可能

与 SOC1a 互作的蛋白, 并回转验证了其中 5 个候选蛋白(Glyma.06G076000 基因编码的

COP9 信号小体CSN5亚基、Glyma.13G052700基因编码的MADS-box家族转录因子SEP2、

Glyma.08G158300 基因编码的锌指蛋白、Glyma.03G158700 基因编码的生长素响应蛋白

IAA14和Glyma.11G222000 基因编码的未知功能的蛋白), 结果显示在酵母细胞内 SOC1a能

够与候选蛋白 SEP2 和锌指蛋白发生相互作用。进一步通过免疫共沉淀和荧光素酶互补实验

证明了 SEP2 蛋白和 SOC1a 蛋白的互作关系。基于当前的实验结果和研究报道, 推测 SOC1a

与其互作蛋白可能通过调控大豆的开花时间、花器官和荚果发育、以及茎生长习性等途径影响

植株的株型和最终产量。 
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INTRODUCTION: The shoot apexes and axillary buds determine crop growth and yield 

potential, with their developmental states directly shaping shoot architecture. However, there 

are currently few cDNA libraries constructed for shoot apexes and/or axillary buds in soybean 

(Glycine max). 

 

RATIONALE: By constructing cDNA libraries for shoot apexes and axillary buds, we can gain 

an in-depth understanding of the core mechanisms underlying plant architecture in soybean 

at the molecular level, thereby providing theoretical foundations and genetic resources for 

the design of high-yielding and well-adapted soybean varieties. 

 

RESULTS: This study constructed a yeast two-hybrid (Y2H) nuclear system cDNA library 

using shoot apexes and axillary buds from the cultivar "Williams 82" grown under long-day 

and short-day conditions at different developmental stages. Equal amounts of RNA extracted 

from these tissues were pooled and subjected to cDNA library construction using the 

Gateway method, followed by transcript diversity analysis. The resultant library had a 

capacity of 1.2×10⁷ CFU, with 100% recombination rate and an average length exceeding 

1000 bp of the inserted fragments, covering 29,170 genes. This cDNA library meets the 

library construction standards and is suitable for subsequent Y2H screening. Using the key 

floral transition and shoot architecture regulator SOC1a as a bait, we first tested the toxicity 

and self-activation of the recombinant pGBKT7-SOC1a and then performed library screening. 

A total of 50 positive clones were obtained, and after DNA sequencing, BLAST alignment, 

and functional annotation, 14 candidate interacted proteins were identified. Among them, five 

candidate proteins were cloned into pGADT7 vector and subjected to pairwise 

retransformation assays with pGBKT7-SOC1a, confirming physical interactions between two 

of these proteins and SOC1a. Furthermore, the interaction between SOC1a and one of the 

candidate proteins, SEP2, was demonstrated through co-immunoprecipitation and luciferase 

complementation imaging assays. 

 

CONCLUSION: This study establishes a high-quality Y2H cDNA library for soybean 

meristematic tissues and identifies novel SOC1a-interacting proteins, providing critical 

molecular insights into SOC1a-mediated regulation of soybean shoot architecture 
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development.  

 

 

Screening of SOC1a-interacting proteins using a yeast cDNA library constructed from 

soybean shoot apexes and axillary buds (A), with interactions confirmed by yeast 

retransformation (B), co-immunoprecipitation (C), and luciferase complementation 

imaging (D) assays. 

Key words Soybean; Shoot apexes and axillary buds; cDNA library; SOC1a; Yeast two-

hybrid2  

 

附表 1 大豆顶芽和腋芽 cDNA 文库中的转录本检测 

Appendix table 1 Detection and characterization of transcripts in the cDNA library constructed 

from soybean shoot apexes and axillary buds 
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