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芥菜 BjuBMYB28-2 的表达及其在抗虫抗病中的功能分析

王珊祎，王晶静，章丽利，郁有健，朱祝军，许丽爱*

（浙江农林大学 园艺学院，杭州 311300）

摘 要：为探究芥菜 MYB28家族成员在生物胁迫防御中的功能，该研究利用从叶用芥菜中克

隆获得的 6 个 BjuMYB28s同源基因，明确了其亚细胞定位和转录激活活性，并重点研究了

BjuBMYB28-2的表达模式及其对甜菜夜蛾和核盘菌的响应特征。结果表明：（1）BjuAMYB28-1、

BjuBMYB28-1和 BjuBMYB28-3 与前期研究的 BjuAMYB28-2 和 BjuAMYB28-3 一致，均定位

于细胞核和细胞质，而 BjuBMYB28-2 仅定位于细胞核，6 个 BjuMYB28s均具有转录激活活

性。（2）BjuBMYB28-2主要在维管组织中特异性表达，甜菜夜蛾取食和核盘菌侵染后 12 ~ 24

h叶脉中 GUS信号减弱，RT-qPCR进一步验证了核盘菌侵染后其整体表达水平下降。（3）异

源表达 BjuBMYB28-2可使拟南芥对甜菜夜蛾与核盘菌的抗性显著提高，表现为取食幼虫体重

降低，核盘菌侵染病斑缩小。（4）转录组分析显示，过表达株系中硫苷生物合成 3个阶段的

多个关键基因均上调表达。综上，BjuBMYB28-2 可能通过协同上调硫苷生物合成通路关键基

因的表达进而提高硫苷含量，从而增强对甜菜夜蛾和核盘菌的抗性。该研究为理解芥菜 MYB28

家族成员的功能分化及其在抗虫抗病中的作用提供了理论依据。
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Expression of BjuBMYB28-2 in mustard (Brassica juncea) and

its functional analysis in pest and disease resistance
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Abstract: To investigate the functional roles of the MYB28 family members in biotic stress defense

in mustard (Brassica juncea), this study utilized six BjuMYB28s homologous genes cloned from leaf

mustard. Their subcellular localization and transcriptional activation activities were systematically

characterized, with particular emphasis on the expression patterns of BjuBMYB28-2 and its

responsiveness to Spodoptera exigua (beet armyworm) herbivory and Sclerotinia sclerotiorum

infection. Our experimental results revealed several key findings. (1) Regarding subcellular

distribution, BjuAMYB28-1, BjuBMYB28-1, and BjuBMYB28-3 were localized in both the nucleus
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and the cytoplasm, consistent with previously reported patterns for BjuAMYB28-2 and

BjuAMYB28-3. In contrast, BjuBMYB28-2 exhibited an exclusive nuclear localization, suggesting

potential functional specialization among these homologs. Notably, all six BjuMYB28 proteins

demonstrated transcriptional activation activity in yeast assays, indicating their capacity to function

as transcriptional regulators. (2) Tissue-specific expression analysis showed that BjuBMYB28-2 was

predominantly expressed in vascular tissues. Interestingly, GUS staining intensity in leaf veins

markedly decreased at 12-24 h post-treatment with either insect feeding or fungal inoculation,

implying a rapid down-regulation of promoter activity under stress conditions. This observation was

further corroborated by RT-qPCR analysis, which confirmed a significant reduction in overall

transcript abundance of BjuBMYB28-2 following S. sclerotiorum infection. (3) Heterologous

overexpression of BjuBMYB28-2 in Arabidopsis thaliana conferred significantly enhanced resistance

to both insect pests and fungal pathogens. Transgenic lines exhibited reduced larval body weights of

S. exigua fed on overexpression plants, alongside diminished lesion areas resulting from S.

sclerotiorum inoculation, compared to wild-type controls. (4) Transcriptomic profiling of

overexpression lines revealed coordinated up-regulation of multiple key genes involved in all three

stages of glucosinolate biosynthesis, including core structural and regulatory genes. Collectively,

these findings strongly suggest that BjuBMYB28-2 reinforces plant defense by synergistically

up-regulating the glucosinolate biosynthetic pathway, leading to increased glucosinolate

accumulation, which in turn contributes to enhanced resistance against both chewing insects and

necrotrophic fungi. This comprehensive investigation not only provides mechanistic insights into

how BjuBMYB28-2 modulates biotic stress tolerance but also establishes a theoretical foundation for

understanding the functional divergence among MYB28 family members in B. juncea, with potential

implications for breeding programs aimed at improving pest and disease resistance in Brassica

crops.
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芥菜（Brassica juncea）是我国及亚洲地区重要的蔬菜、油料和调味作物，类型丰富，在

保障蔬菜周年供应、丰富膳食结构以及出口创汇等方面发挥着重要作用（万正杰等，2025）。

然而，芥菜生产常遭受甜菜夜蛾（Spodoptera exigua）和核盘菌（Sclerotinia sclerotiorum）等

病虫害的严重威胁（黄健超等，2021；Khan et al.，2021）。因此，深入研究芥菜对主要病虫

害的抗性机制，挖掘关键抗性基因，对于培育抗虫抗病芥菜新品种、保障产业可持续发展具

有重要的理论和实践意义。

硫代葡萄糖苷（简称硫苷）是十字花科植物特有的次生代谢产物，在完整植物组织中储

存于液泡，与细胞质中的黑芥子酶空间隔离。组织受损时，二者接触水解生成异硫氰酸酯等

活性物质，具有广谱抑菌、杀虫和拒食活性，是十字花科植物化学防御的关键组分（Bones &

Rossiter, 1996; Lv et al., 2022）。硫苷的生物合成主要分为侧链延伸、核心结构合成和次级侧

链修饰 3个阶段（Sønderby et al., 2010a; Nguyen et al., 2020），该过程受到多个转录因子的精

密调控，其中 R2R3-MYB 家族转录因子发挥核心作用（ Seo & Kim, 2017; Mitreiter &



Gigolashvili, 2021）。因此，解析 R2R3-MYB家族转录因子调控硫苷合成的机制，是挖掘芥菜

内在抗性基因、开展抗性育种的重要前提。

在模式植物拟南芥中，R2R3-MYB 家族转录因子 AtMYB28、AtMYB29 和 AtMYB76 是

脂肪族硫苷合成的关键正调控因子，三者形成复杂的调控网络，其中 AtMYB28 起主导作用

（Sønderby et al., 2010b），三者均能直接激活硫苷合成关键基因的启动子，且 AtMYB28的激

活能力最强（Gigolashvili et al., 2007, 2008）。AtMYB28表达受机械损伤瞬时诱导，其过表达

可显著提高硫苷含量并增强对甜菜夜蛾的抗性，而 myb28突变体中长链硫苷几乎缺失，短链

硫苷也显著降低（Gigolashvili et al., 2007; Beekwilder et al., 2008）。AtMYB28与 AtMYB29功能

部分冗余，双突变体中所有脂肪族硫苷完全消失，硫苷合成相关基因表达水平急剧下降

（Beekwilder et al., 2008; Sønderby et al., 2010b）。Sønderby等（2010b）进一步发现，AtMYB76

虽在单突变体中效应不显著，但其在 myb28 myb29双突变体中过表达仍能诱导脂肪族硫苷合

成，证明其具有独立于 AtMYB28和 AtMYB29的功能且可能通过调控 AtMYB29参与网络整合。

与模式植物拟南芥不同，十字花科芸薹属植物在进化过程中均丢失了 MYB76，但保留了

多个 MYB28和 MYB29同源基因（Seo & Kim, 2017）。白菜中分离到 3个 BrMYB28同源基因，

BrMYB28.1和 BrMYB28.2在叶片中表达量最高，在种子、雄蕊和根中不表达，BrMYB28.3未

检测到表达，但过表达均可显著提高白菜总硫苷含量（Seo et al., 2016）。Yin等（2017）从芥

蓝中克隆的 BoaMYB28在茎中表达量最高，其通过正调控脂肪族硫苷合成通路中的关键基因

MAM1/3和 CYP79F1/2，特异性地提高脂肪族硫苷含量。甘蓝型油菜中共鉴定出 6个 MYB28

同源基因，表达模式存在差异，其中 BnA9.MYB28与种子硫苷含量的主效 QTL共定位，过表

达可显著提高硫苷含量（Long et al., 2016）。另一研究证实，BnaC2.MYB28通过直接激活多

个硫苷合成基因正调控硫苷积累，是控制甘蓝型油菜种子硫苷含量的主效基因，该基因在低

硫苷育种中受到了强烈的人工选择（Zhou et al., 2023）。在芥菜中，Augustine 等（2013）从

油用芥菜中鉴定出 4个 MYB28同源基因，功能互补实验证实其均能恢复拟南芥 myb28突变体

的硫苷缺陷表型，表明其在硫苷合成调控中功能保守。通过 RNAi技术沉默多个 MYB28同源

基因，成功获得种子总脂肪族硫苷含量显著降低的转基因株系，为低硫苷育种提供了重要种

质资源。Yang等（2021）在芥菜 A02和 A09染色体上定位到控制硫苷积累的关键位点，发现

MYB28基因的拷贝数变异是导致芥菜种群硫苷积累差异的重要原因。课题组前期从叶用芥菜

中分离鉴定了 6 个 MYB28 同源基因（ BjuAMYB28-1/2/3 和 BjuBMYB28-1/2/3，统称为

BjuMYB28s），均在叶片中表达量最高。对 BjuAMYB28-2（BjuAMYB28a）和 BjuAMYB28-3的

初步研究表明，二者编码的蛋白均定位于细胞核和细胞质，受机械损伤诱导表达，且

BjuAMYB28-3在拟南芥中异源表达可显著提高脂肪族硫苷含量（夏瑞，2023；王佳晨等，2026）。

尽管已有上述进展，但芥菜 BjuMYB28s各同源基因的编码蛋白在亚细胞定位和转录激活

活性方面是否存在功能分化，以及该家族成员如何响应生物胁迫，在响应昆虫取食和真菌侵

染中的具体功能尚不明确，这些都是有待深入研究的关键科学问题。因此，本研究在前期获

得的 6个芥菜 BjuMYB28s同源基因基础上，系统分析其编码蛋白的亚细胞定位特征和转录激

活活性，重点研究 BjuBMYB28-2。通过启动子驱动 GUS表达分析其时空表达模式及响应甜菜



夜蛾取食和核盘菌侵染的响应特征；进一步构建 BjuBMYB28-2过表达转基因拟南芥，评估其

对甜菜夜蛾和核盘菌的抗性水平，并通过转录组测序分析其调控硫苷生物合成相关基因的表

达变化。

1 材料与方法

1.1试验材料

该试验以叶用芥菜品种‘建南水东’为材料，种子购自广州市翔启蔬菜种子有限公司。

携带 H2B-RFP 核定位标记的转基因烟草及拟南芥野生型（Col-0）种子由实验室保存。所有植

物材料均种植于浙江农林大学园艺学院人工气候培养室内，培养条件为：光周期 14 h光照/10

h黑暗，昼温（24±2）°C、夜温（20±2）°C，光照强度 8 000 lx。栽培基质按草炭∶蛭石∶珍

珠岩= 3:2:1的体积比配制。

1.2主要试剂

限制性内切酶等购自 TaKaRa；高保真酶、同源重组试剂盒、质粒提取及 RNA 提取试剂

盒等购自 Vazyme；GUS染色试剂盒购自北京华越洋生物；pFGC-eGFP、pGBKT7、pBI121载

体由实验室保存；大肠杆菌 DH5α，根癌农杆菌 GV3101和酵母菌 AH109 购自上海唯地生物

技术有限公司；核盘菌菌株为实验室保存；甜菜夜蛾幼虫自行购买。引物由杭州有康生物科

技有限公司合成，测序由南京擎科生物科技有限公司完成。

1.3载体构建

前期已获得芥菜 BjuMYB28s的 CDS序列及克隆（夏瑞，2023）。以含该序列的质粒为模

板，PCR扩增目的片段，经同源重组分别连接至 pFGC-eGFP 和 pGBKT7 载体，获得亚细胞定

位与转录激活分析载体。

基于 BRAD（http://brassicadb.cn）数据库获得 BjuVB04G02480（BjuAMYB28-2）起始密码

子上游约 2 500 bp的启动子序列，以‘建南水东’芥菜基因组 DNA为模板扩增后，同源重组

至 pBI121 载体，获得 GUS 报告基因融合载体 pBI121-ProBjuBMYB28-2::GUS。另扩增

BjuBMYB28-2的 CDS片段，同源重组插入 pBI121，获得由 CaMV35S启动子驱动的过表达载

体 pBI121-CaMV35S::BjuBMYB28-2。

1.4烟草瞬时表达

将 pFGC-eGFP-BjuMYB28s载体转化农杆菌 GV3101，重悬至 OD600约 1.0，28 °C活化 2 h。

注射 4周龄烟草叶片，暗培养 2 d后取注射孔周围组织，于激光共聚焦显微镜（Leica SP8 MP，

德国）观察荧光信号。

1.5转录激活实验

将 pGBKT7-BjuMYB28s、pGBKT7-AD 及 pGBKT7 载体分别转化 AH109 酵母，涂布于

SD/-Trp平板，28 °C培养 3 d。挑取 6个单菌落重悬，点样于 SD/-Trp和 SD/-Trp-Ade-His 培养

基，28 ℃培养 3 d后观察拍照。

1.6浸花法转化拟南芥及转基因植株的筛选与鉴定

将pBI121-ProBjuBMYB28-2::GUS和 pBI121-CaMV35S::BjuBMYB28-2的农杆菌浸花法转



化拟南芥，卡那霉素筛选抗性苗，PCR 鉴定阳性植株；提取过表达株系总 RNA，反转录后

RT-qPCR检测表达水平。

1.7 BjuBMYB28-2的表达分析

对 BjuBMYB28-2启动子-GUS转基因拟南芥进行了 GUS 染色，包括 7 d子叶期幼苗及开

花结荚期的莲座叶、茎生叶、茎、花序和嫩角果。莲座叶期分别进行甜菜夜蛾幼虫接虫和核

盘菌接菌处理：每株接 3头二龄甜菜夜蛾幼虫，或叶片中央接种菌块，于 0、12、24、36 h取

样染色。芥菜接菌试验于四叶一心期接种核盘菌，同时间点取叶片提取 RNA，反转录后以 Actin

为内参进行 RT-qPCR分析，采用 2⁻ΔΔCt法计算相对表达量，设 3次生物学重复。

1.8甜菜夜蛾幼虫饲喂和核盘菌侵染试验

选取莲座叶期 BjuBMYB28-2过表达株系（3个）及野生型各 11株，每株接 3头二龄甜菜

夜蛾幼虫。为减少幼虫逃逸或死亡带来的偏差，仅保留 3 头均完整存活的植株进行统计。饲

喂 7 d后称量幼虫体重，体视显微镜下观察并拍照。

将核盘菌接种于马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）培养基平板上，22 °C暗培养 3 ~ 5 d，用 5 mm

打孔器在菌落边缘切取菌丝块作为接种体。选取莲座叶期生长一致的 BjuBMYB28-2过表达株

系（3个）及野生型各 6株，在各植株第 3 ~ 5片莲座叶中央放置菌丝块，菌丝面朝下，保湿

后于 22 °C、16 h光照/8 h黑暗培养。接种 24 h后拍照，用 Image J软件测定病斑面积（mm²），

评估抗性差异。

1.9转录组测序

于莲座叶期采集 BjuBMYB28-2过表达拟南芥及野生型莲座叶，委托武汉迈特维尔生物科

技有限公司（MetWare Biotechnology Co., Ltd.）进行 Illumina转录组测序，以拟南芥参考基因

组（TAIR10）为参考，差异表达基因的筛选标准为|log2FC| > 1且 P < 0.05。

1.10数据分析

使用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行统计分析。组间比较采用单因素方差分析（one-way

ANOVA），若整体检验结果显著则进一步采用最小显著性差异（least significant difference，

LSD）法进行事后多重比较，以 P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 BjuMYB28s的亚细胞定位和转录激活活性

为分析 BjuMYB28s的亚细胞定位，构建了 BjuAMYB28-1、BjuBMYB28-1、BjuBMYB28-2

和 BjuBMYB28-3 与 eGFP 融合的表达载体 pFGC-eGFP-BjuMYB28s（图 1），并通过农杆菌

注射法在表达核定位标记 H2B-RFP 的烟草表皮细胞中瞬时表达。结果（图 2）显示，

eGFP-BjuBMYB28-2 的绿色荧光与红色荧光完全重合，表明其仅定位于细胞核；而

BjuAMYB28-1、BjuBMYB28-1 和 BjuBMYB28-3在细胞核和细胞质中均有绿色荧光，表明它

们同时定位于细胞核和细胞质。



A. CDS序列 PCR扩增产物；B. 亚细胞定位表达载体转化农杆菌菌液 PCR验证；C. 亚细胞定位表达载体模

式图；1、2、9. BjuBMYB28-3；3、4、10. BjuAMYB28-1；5、6、11. BjuBMYB28-1；7、8、12. BjuBMYB28-2；

M. DL2000 DNAMarker。

A. PCR amplification products of CDS sequences; B. Validation of Agrobacterium-mediated transformation of

subcellular localization expression vectors by colony PCR; C. Schematic diagram of the subcellular localization

expression vector; 1, 2, 9. BjuBMYB28-3; 3, 4, 10. BjuAMYB28-1; 5, 6, 11. BjuBMYB28-1; 7, 8, 12. BjuBMYB28-2;

M. DL2000 DNAMarker.

图 1 BjuMYB28s的 CDS序列扩增和亚细胞定位表达载体的构建

Fig. 1 Amplification of the CDS sequences of BjuMYB28s and construction of subcellular

localization expression vectors

Bright. 白场；GFP. 绿色荧光信号；H2B-RFP. 核定位红色荧光信号；Merge. 合并图像。标尺 = 50 μm。

Bright. Bright field; GFP. Green fluorescent signal; H2B-RFP. Nuclear-localized red fluorescent signal; Merge.

Merged image. Bars = 50 μm.

图 2 芥菜 BjuMYB28s融合蛋白的亚细胞定位

Fig. 2 Subcellular localization of BjuMYB28s fusion proteins



2.2 BjuMYB28s的转录激活活性

扩增 6 个 BjuMYB28s 的 CDS 序列，构建至 pGBKT7 载体，经 PCR 和测序验证，获得

BjuMYB28s与 GAL4的 DNA结合结构域融合表达的载体 pGBKT7-BjuMYB28s（图 3：A）。

以 pGBKT7-AD 为阳性对照，pGBKT7 为阴性对照，将载体 pGBKT7-BjuMYB28s 分别转化

AH109酵母。结果显示，所有转化子在 SD/-Trp培养基上均能生长；在 SD/-Trp-His-Ade培养

基上，除阴性对照外，其余均能正常生长（图 3：B）。以上结果表明，芥菜的 6 个 MYB28

同源基因的编码蛋白 BjuMYB28s均具有转录激活活性，符合转录因子特性。

A. 转录激活表达载体模式图（GAL4 DNA-BD. GAL4 DNA 结合结构域；GAL4-AD. GAL4 的转录激活结构

域；BjuMYB28s. 相应基因的 CDS序列）；B. 经转化的酵母菌在不同筛选培养基上的生长状态。

A. Schematic diagram of the transcriptional activation expression vector (GAL4 DNA-BD. GAL4 DNA-binding

domain; GAL4-AD. Transcriptional activation domain of GAL4; BjuMYB28s. The CDS sequences of the

corresponding genes); B. Growth status of transformed yeast strains on different selective media.

图 3 BjuMYB28s的转录激活活性检测

Fig. 3 Transcriptional activation activity assay of BjuMYB28s

2.3 成功构建 BjuBMYB28-2启动子融合 GUS 转基因植株

从芸薹属植物基因组数据库 BRAD中获取 BjuBMYB28-2（BjuVB04G02480）基因起始密

码子上游约 2 500 bp的启动子参考序列，据此设计特异性引物，通过 PCR扩增与测序获得长

度为 1 852 bp的启动子序列（图 4：A）。利用同源重组法将该启动子片段替换 pBI121载体中

的 CaMV35S启动子，经 PCR及测序验证，成功构建由 BjuBMYB28-2启动子驱动 GUS报告基

因的表达载体 pBI121-ProBjuBMYB28-2::GUS。将该载体通过农杆菌介导的浸花法转化野生型

拟南芥，经卡那霉素抗性筛选和 PCR鉴定，最终获得 6个阳性转基因株系（图 4：B）。



A. BjuBMYB28-2 启动子序列扩增；B. 转基因拟南芥 T1 代单株 PCR 验证；M. DL2000 DNA Marker；1.

BjuBMYB28-2启动子 PCR产物；2. ddH2O；3. 野生型拟南芥；4-9. 转基因拟南芥 PCR产物。

A. Amplification of the BjuBMYB28-2 promoter sequence; B. PCR validation of individual T1 generation transgenic

Arabidopsis thaliana plants;M. DL2000 DNAMarker; 1. PCR products of the BjuBMYB28-2 promoter; 2. ddH2O; 3.

Wild-type Arabidopsis thaliana; 4-9. PCR products of transgenic Arabidopsis thaliana.

图 4 BjuBMYB28-2启动子扩增和转基因拟南芥的鉴定

Fig. 4 Amplification of the BjuBMYB28-2 promoter and identification of transgenic Arabidopsis

thaliana plants

2.4 BjuBMYB28-2的时空表达模式分析

在正常生长条件下对上述阳性转基因植株进行 GUS组织化学染色分析，结果显示，子叶

期幼苗中，GUS信号集中于子叶叶脉和下胚轴上端，根部无表达（图 5：A）。开花期植株中，

莲座叶和茎生叶的主脉及次级叶脉均见明显 GUS表达（图 5：B，C），茎部无信号（图 5：

D）；花蕾中 GUS活性显著，主要分布于花序梗、花柄、花丝和花瓣脉（图 5：E），角果柄

亦有较弱活性（图 5：F）。以上结果表明，BjuBMYB28-2启动子可驱动 GUS基因在维管及输

导组织中特异性表达，包括子叶叶脉、叶片叶脉、花序梗、花柄、花丝、花脉以及角果柄等

部位。

A-F. BjuBMYB28-2启动子驱动 GUS表达的转基因拟南芥；G-L. 野生型拟南芥；A、G. 幼苗；B、H. 莲座叶；

C、I. 茎生叶；D、J. 茎；E、K. 花序；F、L. 角果。标尺 = 400 µm。

A-F. Transgenic Arabidopsis thaliana expressing GUS driven by the BjuBMYB28-2 promoter; G-L. Wild-type

Arabidopsis thaliana; A, G. Seedlings; B. H. Rosette leaves; C, I. Cauline leaves; D, J. Stems; E, K. Inflorescences;

F, L. Siliques. Bars = 400 µm.

图 5 BjuBMYB28-2的时空表达模式分析

Fig. 5 Analysis of the spatiotemporal expression pattern of BjuBMYB28-2

2.5 生物胁迫处理诱导 BjuBMYB28-2表达的模式分析

为探究 BjuBMYB28-2是否响应生物胁迫，对莲座叶期拟南芥叶片分别进行甜菜夜蛾幼虫

接虫和核盘菌接菌处理。GUS染色显示，接虫前 BjuBMYB28-2主要表达于叶脉。接虫 12 h和

24 h时，叶脉中 GUS信号明显减弱；至 36 h时，信号呈弥散状分布于叶肉组织（图 6：A），



表明甜菜夜蛾取食可抑制其在叶脉表达，并可能诱导其在叶肉组织中表达。核盘菌接菌呈现

类似趋势：接菌 12 h和 24 h时，叶脉 GUS 信号减弱，叶肉中出现较弱信号；接菌 36 h时，

叶片边缘次级叶脉中可见较强表达（图 6：B），说明核盘菌侵染同样抑制 BjuBMYB28-2在叶

脉中表达并可能诱导其在叶肉中表达。

为进一步验证核盘菌接菌处理对 BjuBMYB28-2表达的影响，在芥菜叶片接种核盘菌 12 h、

24 h和 36 h时进行 RT-qPCR分析。结果（图 7）显示，接菌后整体表达水平均低于对照组。

接菌 12 h时表达量略有下降，但未达到显著水平；24 h时表达显著低于对照组；36 h时虽有

所回升，但仍低于对照。这进一步验证了核盘菌处理对 BjuBMYB28-2表达的抑制作用。

A. ProBjuBMYB28-2::GUS响应甜菜夜蛾幼虫取食后的 GUS 染色；B. 核盘菌侵染后的 GUS 染色。标尺 = 1

mm。

A. GUS staining of ProBjuBMYB28-2::GUS after feeding by beet armyworm larvae; B. GUS staining after infection

by Sclerotinia sclerotiorum. Bars = 1 mm.

图 6 BjuBMYB28-2响应虫害和核盘菌侵染的表达模式

Fig. 6 Expression patterns of BjuBMYB28-2 in response to insect herbivory and Sclerotinia

sclerotiorum infection

*表示差异显著（P ＜ 0.05）。下同。

* indicates significant difference (P < 0.05). The same below.

图 7芥菜叶片接种核盘菌后不同时间点 BjuBMYB28-2的相对表达量

Fig. 7 Relative expression levels of BjuBMYB28-2 in mustard leaves at different time points after

inoculation with Sclerotinia sclerotiorum



2.6 BjuBMYB28-2过表达转基因植株的构建与鉴定

成功构建由 CaMV35S启动子驱动的 BjuBMYB28-2过表达载体，转化拟南芥后获得 5株阳

性植株（图 8：A）。RT-qPCR 结果显示，转基因植株中 MYB28（内源 AtMYB28 与异源

BjuBMYB28-2总和）表达量均显著高于野生型，其中株系BjuBMYB28-2OE-1和BjuBMYB28-2OE-3

表达量达野生型 10 倍以上，BjuBMYB28-2OE-5株系约 7.5 倍（图 8：B），表明已成功获得

BjuBMYB28-2过表达转基因拟南芥。

2.7 过表达 BjuBMYB28-2增强了拟南芥对甜菜夜蛾取食和核盘菌侵染的抗性

为探究 BjuBMYB28-2在生物胁迫响应中的功能，以过表达转基因拟南芥和野生型为材料，

进行甜菜夜蛾幼虫饲喂和核盘菌侵染实验。甜菜夜蛾幼虫饲喂 7 d后，取食转基因植株的幼虫

体型小于取食野生型的幼虫（图 9：A）。体重统计显示，取食转基因植株的幼虫平均体重均

低于野生型组，其中取食 BjuBMYB28-2OE-5株系的幼虫体重显著降低（图 9：B）。核盘菌接

种 24 h 后，野生型叶片开始出现黄化和水渍状，病斑面积较大；BjuBMYB28-2OE转基因植株

叶片受害程度较轻，病斑扩展受限（图 9：C）。病斑面积测定表明，转基因植株的平均病斑

面积均小于野生型，其中株系 BjuBMYB28-2OE-3的病斑面积显著小于野生型（图 9：D）。以

上结果说明，过表达 BjuBMYB28-2能够增强拟南芥对甜菜夜蛾取食和核盘菌侵染的抗性。

A. 转基因阳性苗的 PCR 鉴定 M. DL2000 DNAMarker；1. ddH2O；2. WT；3-7. BjuBMYB28-2OE；B. MYB28

相对表达量分析。**表示差异极显著（P ＜ 0.01），下同。

A. PCR identification of transgenic positive seedlings; M. DL2000 DNA Marker; 1. ddH2O; 2. WT; 3-7.

BjuBMYB28-2OE; B. Relative expression analysis of MYB28. ** indicates extremely significant difference (P < 0.01),

the same below.

图 8 BjuBMYB28-2过表达拟南芥 T1代阳性苗的鉴定及表达水平检测

Fig. 8 Identification and expression level analysis of T1 generation Arabidopsis thaliana positive

seedlings overexpressing BjuBMYB28-2



A. 取食野生型与 BjuBMYB28-2OE植株 7 d后甜菜夜蛾幼虫的生长情况，标尺=5 mm；B. 对应幼虫的体重统计；

C. 野生型与 BjuBMYB28-2OE植株叶片接种核盘菌 24 h后的病斑表型，标尺=1 cm；D. 对应病斑面积统计。

A. Growth status of beet armyworm larvae after feeding on wild-type and BjuBMYB28-2OE plants for 7 days, bars = 5

mm; B. Statistical analysis of larval weights; C. Lesion phenotypes of wild-type and BjuBMYB28-2OE plant leaves at

24 h post-inoculation with Sclerotinia sclerotiorum, bars = 1 cm; D. Statistical analysis of lesion areas.

图 9 过表达 BjuBMYB28-2增强拟南芥对甜菜夜蛾取食和核盘菌侵染的抗性

Fig. 9 Overexpression of BjuBMYB28-2 enhances resistance of Arabidopsis thaliana to beet

armyworm larvae feeding and Sclerotinia sclerotiorum infection

2.8 BjuBMYB28-2协同上调硫苷生物合成相关基因的表达

为探究过表达 BjuBMYB28-2对植株转录水平的影响，对 BjuBMYB28-2OE-3与野生型叶片

进行 RNA-seq 分析。以|log2FC| > 1 且 P < 0.05为筛选标准，共鉴定出 121个差异表达基因，

其中上调 86个，下调 35个（图 10：A）。GO富集分析显示（图 10：B），差异基因主要富

集于氧化还原活性相关条目，如谷胱甘肽氧化还原酶活性（GO:0097573）和铁-硫簇结合

（GO:0051536），以下调基因为主；同时还富集于胁迫响应相关条目，包括有毒物质响应

（GO:0009636）和解毒作用（GO:0098754），以上调基因为主；谷氨酸分解代谢（GO:0006536）

及二羧酸分解代谢（GO:0043649）等相关条目中差异基因均上调。KEGG通路富集分析表明，

差异基因显著富集于丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢通路（ko00250），涉及 5个差异基因，

其中 4个上调，1个下调。

值得注意的是，硫苷生物合成通路中各基因的表达变化未达到|log2FC| > 1的差异阈值，

但在 BjuBMYB28-2OE-3植株中多个基因的表达水平普遍高于野生型。其中，侧链延伸阶段的 9

个基因中有 7个呈上调趋势，包括 MAM1/3、BCAT4、IPM1/2、IIL1和 IMDH1（图 11：A）；

核心结构合成阶段的 18 个基因中有 16 个呈上调趋势，分别为 CYP79F1/2、CYP79B2/3、

CYP83A1、CYP83B1、CYTB5C、GGP1、GSTF9、GSTU20、SUR1、UGT74B1、UGT74C1和

SOT16/17/18（图 11：B）；侧链修饰阶段的 12个基因中有 8个呈上调趋势，包括 CYP81F2、

IGMT1/5、FMOGS-OX1/2/3/7和 GSL-OH（图 11：C）。上述结果表明，BjuBMYB28-2可能通过广

泛但微弱的转录激活作用，协同上调硫苷合成通路中多个关键基因的表达，累计增强硫苷的

积累，从而增强拟南芥对甜菜夜蛾幼虫取食及核盘菌侵染的抗性。

A. 差异表达基因火山图；B. 差异表达基因 GO 富集分析。从外到内依次为 GO条目，背景基因中该分类的

数目与 FDR（条形越长基因越多，条形颜色越红富集越显著）；上下调基因比例（浅红色为上调比例，浅蓝



色为下调比例，下方标注具体数值）。

A. Volcano plot of differentially expressed genes; B. GO enrichment circle plot of differentially expressed genes.

From outer to inner circles: GO terms; the number of genes in each category in the background genome and FDR

values (longer bars indicate more genes, redder colors indicate more significant enrichment); the proportion of

up-regulated and down-regulated genes (light red for up-regulated proportion, light blue for down-regulated

proportion, with specific values displayed below).

图 10 BjuBMYB28-2过表达拟南芥叶片转录组差异表达分析

Fig. 10 Transcriptome differential expression analysis of BjuBMYB28-2 overexpression Arabidopsis

thaliana leaves

A. 侧链延伸阶段；B. 核心结构合成阶段；C. 侧链修饰阶段。图中数据为各基因平均 FPKM值（n = 3）。

A. Side chain elongation stage; B. Core structure synthesis stage; C. Side chain modification stage. Data shown are

mean FPKM values for each gene (n = 3).

图 11 BjuBMYB28-2异源表达拟南芥叶片中硫苷生物合成相关基因的表达分析



Fig. 11 Expression analysis of glucosinolate biosynthesis-related genes in leaves of Arabidopsis

thaliana heterologously expressing BjuBMYB28-2

3 讨论与结论

芥菜为异源四倍体（AABB），其基因组由白菜（AA）和黑芥（BB）杂交加倍而成，导

致多数基因存在多个同源拷贝（Yang et al., 2021）。课题组前期从叶用芥菜中鉴定并克隆出 6

个MYB28同源基因，数量多于油用芥菜中报道的 4个（Augustine et al., 2013; 陆俊杏等，2017），

其中 BjuAMYB28-3和 BjuBMYB28-1为叶用芥菜新鉴定成员，其余 4个基因与印度油用芥菜相

应序列存在差异，表明芥菜不同变种间 MYB28基因家族在序列水平上可能存在遗传分化。

系统进化分析显示，6个 BjuMYB28s均具有典型的 R2R3-MYB结构域，与 AtMYB28 高

度同源，暗示功能保守（夏瑞，2023）。转录激活活性是转录因子发挥调控功能的关键属性。

拟南芥中 AtMYB28、AtMYB29和 AtMYB76均具有转录激活活性，其中 AtMYB28的激活能

力最强（Gigolashvili et al., 2007, 2008；Sønderby et al., 2010b）。在芸薹属植物中，MYB28的

转录激活功能同样保守。白菜 BrMYB28、芥蓝 BoaMYB28及甘蓝型油菜 BnA9.MYB28 均能

上调硫苷合成相关基因的表达（Long et al., 2016; Seo et al., 2016; Yin et al., 2017）；

BnaC2.MYB28不仅具有激活能力，还存在等位基因间的功能差异，高硫苷亲本 G120来源的

等位基因对部分靶基因的激活能力显著强于低硫苷亲本 ZY50 来源的等位基因（Zhou et al.,

2023）。本研究发现叶用芥菜中 6 个 BjuMYB28s 均具有转录激活能力，进一步表明芸薹属

MYB28作为典型的 R2R3-MYB转录因子，具备调控下游靶基因表达的基本功能，但各成员之

间是否存在激活能力差异仍有待探究。亚细胞定位方面，前期研究发现 BjuAMYB28-2 和

BjuAMYB28-3定位于细胞核与细胞质（王佳晨等，2026；夏瑞，2023）。本研究进一步发现，

BjuBMYB28-2 仅定位于细胞核，而其余 3 个成员（BjuAMYB28-1、BjuBMYB28-1、

BjuBMYB28-3）则同时定位于细胞核和细胞质。已有研究报道，AtMYB28在拟南芥原生质体

中定位于细胞核（Gigolashvili et al., 2007），BjuB.MYB28.2（对应本研究 BjuBMYB28-3）在

洋葱表皮细胞中也仅定位于细胞核（Augustine et al., 2013）。上述定位差异可能与实验材料或

检测体系不同有关，也可能反映了真实的功能分化。值得注意的是，BjuBMYB28-2 在烟草表

皮细胞中表现出独特的核定位模式，提示其可能仅在细胞核内发挥转录调控作用，而其他 5

个成员可能兼具核内转录调控与细胞质中未知的生物学功能。

已有研究表明，芥菜MYB28家族成员对硫苷合成的贡献存在差异。Augustine等（2013）

从表达水平和细胞特异性推测油用芥菜中 A 基因组的 MYB28 可能发挥更强功能，Yang 等

（2021）通过 GWAS和 CNV分析直接证明 A02和 A09染色体上的 MYB28是控制硫苷积累的

主效位点。在拟南芥中，AtMYB28主要在维管组织中表达，是脂肪族硫苷合成的核心调控因

子（Gigolashvili et al., 2007；Sønderby et al., 2010）。AtMYB29和 AtMYB76也参与调控，但贡

献相对较小，其中 AtMYB76需极高过表达水平才能达到与 AtMYB29相近的效果（Gigolashvili

et al., 2008；Sønderby et al., 2010）。在芸薹属植物中，MYB28对硫苷的贡献同样存在差异。

白菜中 BrMYB28.1 贡献最大，过表达可使总硫苷含量提高约 4.7 倍，BrMYB28.2 次之，

BrMYB28.3虽正常条件下不表达，但过表达后仍具功能（Seo et al., 2016）；甘蓝型油菜中



BnaC2.MYB28和 BnA9.MYB28均为控制硫苷积累的主效基因（Long et al., 2016；Zhou et al.,

2023）。本研究聚焦于叶用芥菜 B04染色体上的 BjuBMYB28-2，发现其主要在维管组织中表

达，包括子叶叶脉、叶片主脉及次级叶脉，该模式与拟南芥 AtMYB28在维管束中的表达相似

（Gigolashvili et al., 2007），但与油用芥菜中同源基因 BjuB.MYB28.1在叶片边缘和叶肉中表

达，叶脉中无信号的特征不同（Augustine et al., 2013）。鉴于硫苷主要在维管组织中合成

（Nintemann et al., 2017），芥菜不同变种间同源基因表达模式的差异可能预示着功能的分化。

此外，BjuBMYB28-2在花柄、花丝和花瓣脉中均有较强表达，暗示其可能在生殖生长期防御

中发挥作用。

研究发现，甜菜夜蛾取食可显著改变 BjuBMYB28-2的表达模式。取食初期叶脉中 GUS 信

号减弱，与转录组数据显示的 BjuMYB28s普遍下调一致（Xia et al., 2023）。同为脂肪族硫苷

调控因子的 BjuMYB29s在取食后却被诱导表达（Zhang et al., 2025），表明 MYB28与 MYB29

家族成员在响应虫害胁迫时可能扮演不同角色。与此不同的是，有研究表明白菜 MYB28在甜

菜夜蛾取食后呈上调表达，其表达量在取食 1 h后显著升高，48 h后达到峰值，同时硫苷合成

相关基因也同步上调，促进硫苷积累（郝娇娇等，2023）。本研究结果与上述报道存在差异，

推测可能源于物种间的功能分化，也可能是本研究首次取样为 12 h，未能捕捉到取食初期的

瞬时上调表达。尽管如此，BjuBMYB28-2在取食后期叶肉组织中的表达有所增强。这一动态

变化可能与硫苷的“源-库”转运机制相关（Nour-Eldin & Halkier, 2009）。拟南芥中，硫苷在

维管组织（源）合成后转运至叶肉和叶片边缘（库）储存（Shroff et al., 2008）。当叶片遭受

虫害或病原菌侵染时，储存于叶肉中的硫苷迅速水解，释放活性物质抵御胁迫（Halkier &

Gershenzon, 2006）。据此推测，胁迫后期叶肉组织中 BjuBMYB28-2的表达增强，可能是响应

叶肉中硫苷消耗的反馈调控，以启动新的硫苷合成。在核盘菌侵染方面，本研究发现侵染后

BjuBMYB28-2表达下降。核盘菌作为腐生型病原菌，植物对其防御主要依赖茉莉酸（JA）和

乙烯（ETH）信号通路，而非水杨酸（SA）通路，且 SA与 JA之间存在拮抗作用（Zhang et al.,

2025）。在甘蓝型油菜中，池鹏等（2020）发现 SA可抑制 BnaMYB28-2的表达，且根肿菌侵

染后该基因同样下调。本研究中，BjuBMYB28-2在核盘菌侵染后也呈现表达下调，两者表现

出相似的变化趋势。由此推测，病原菌侵染可能通过激活 SA信号通路，进而抑制特定 MYB28

成员的表达。BnaMYB28不同成员对 SA 和根肿菌的响应存在分化，SA 诱导 BnaMYB28-1和

BnaMYB28-3 表达，却抑制 BnaMYB28-2；根肿菌侵染全程诱导 BnaMYB28-1，早期诱导

BnaMYB28-3，而 BnaMYB28-2 表达量低且受抑制（池鹏等，2020）。鉴于芥菜中存在 6 个

BjuMYB28s同源成员，推测不同成员之间可能也存在类似的响应分化，值得进一步探究。此

外，侵染后 12 h 首次取样，无法评估侵染初期的表达动态，其早期的变化规律有待后续设置

更密集的时间点进行验证。

过表达 BjuBMYB28-2可增强拟南芥对甜菜夜蛾取食的抗性，与拟南芥 AtMYB28过表达增

强抗虫性的报道一致（Gigolashvili et al., 2007；Beekwilder et al., 2008）。基因表达分析进一步

揭示，BjuBMYB28-2过表达株系中硫苷生物合成 3 个阶段的多个关键基因均上调表达，这一

广泛激活的模式与 AtMYB28调控的基因网络高度相似（Sønderby et al., 2010b），表明两者在



功能上高度保守。硫苷水解产物异硫氰酸酯具有广谱抑菌活性，可抑制链格孢菌等病原真菌

的生长（Zeng et al., 2025）。本研究中 BjuBMYB28-2过表达同样增强了对核盘菌的抗性，提

示硫苷或其水解产物可能参与对该病原菌的防御。本研究为理解芥菜MYB28家族成员的功能

分化及其在抗虫抗病中的作用提供了科学依据。

本研究明确了叶用芥菜中 6个 BjuMYB28s的转录激活活性和亚细胞定位差异，首次揭示

了 BjuBMYB28-2响应甜菜夜蛾取食和核盘菌侵染的时空表达特征，并证实其过表达可通过协

同上调硫苷合成通路关键基因，增强拟南芥对两种生物胁迫的抗性。上述发现揭示了芥菜

MYB28家族成员间存在亚细胞定位分化，其中 BjuBMYB28-2 具有独特的核定位模式，其维

管组织特异性表达及胁迫下的动态变化为理解硫苷代谢调控提供了新视角，也为十字花科作

物抗虫和菌核病抗性育种提供了候选基因。需要指出的是，亚细胞定位及抗性评估主要基于

异源表达体系，其真实功能仍有待利用芥菜自身遗传转化体系进一步验证；此外，胁迫处理

的时间点设置较稀疏，害虫取食或真菌侵染初期的动态表达规律尚不明确，后续研究应设置

更密集的取样时间点，并深入解析其直接调控的靶基因及分子互作网络。
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