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平邑甜茶延长根和吸收根抗凋亡基因的表达差

异及其对 2,4-D 的响应 
樊树雷，杨洪强*，冉  昆，沈  伟，张玮玮 
（山东农业大学园艺科学与工程学院，作物生物学国家重点实验室，山东泰安 271018） 

摘  要：以 3 年生平邑甜茶[Malus hupehensis（Pamp）Rehd. var. pinyiensis Jiang]盆栽树为材料，通

过 2,4-D 水溶液灌根处理，探讨了新根（延长根和吸收根）细胞死亡及其抗凋亡基因的表达特征。结果表

明，在 60 mg · L-1 2,4-D 处理后的 70 d 内，新根细胞死亡量和类 caspase3/7（半胱天冬酶）活性先上升后

下降，ATP 含量和根系活力的变化与之相反。平邑甜茶抗凋亡基因 MhBAG、MhBI-1 与 MhHSP70 在新根

中均受 2,4-D 诱导，随着 2,4-D 处理时间的延长，MhBAG 基因的表达水平先下降后逐渐升高，MhBI-1 与

MhHSP70 则先升高后下降。在 2,4-D 处理下，吸收根细胞死亡量与根系活力的变化幅度明显高于延长根，

吸收根 MhBI-1 与 MhHSP70 表达量的早期升高幅度大于延长根，表明吸收根细胞对 2,4-D 的敏感性高于

延长根；但在基因表达高峰时，延长根抗凋亡基因表达量的升高倍数明显高于吸收根，暗示延长根比吸

收根有更强的抗凋亡能力。 
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Differential Expression of Anti-apoptotic Genes in Extensive and Absorbing 
Roots of Malus hupehensis and Their Response to 2,4-D 

FAN Shu-lei，YANG Hong-qiang*，RAN Kun，SHEN Wei，and ZHANG Wei-wei 

（College of Horticulture Science and Engineering，Shandong Agricultural University，State Key Laboratory of Crop 
Biology，Tai’an，Shandong 271018，China） 

Abstract：The three-year old potted trees of Malus hupehensis（Pamp）Rehd. var. pinyiensis Jiang 

were irrigated with water solution of 2,4-D to investigate the characteristics of cell death and the 

expression of anti-apoptotic genes of new roots（extensive roots and absorbing roots）. The result showed 

that the new roots’ cell death quantity and caspase-like 3/7 activity increased first and then fell in the 70 

days after the treatment of 60 mg · L-1 2,4-D，however，the ATP content and the root activity changed in the 

contrary trend. After the treatment，the expression of anti-apoptotic genes MhHSP70，MhBI-1，MhBAG 

were induced and the expression levels of MhBAG first decreased then increased，however MhHSP70 and 

MhBI-1 increased first，and then decreased later. At the same time，the change range of cell death quantity 

and caspase-like 3/7 activity and the rising range of MhHSP70 and MhBI-1 expression levels in absorbing  
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roots were greater than that in extensive roots in the early stage of the 2,4-D treatment，which showed that 

absorbing roots had higher sensitivity to 2,4-D than extensive roots. When at peak value，the expression 

levels rising times of anti-apoptotic genes in extensive roots were significantly higher than that in 

absorbing roots，which indicated that the extensive roots had stronger anti-apoptotic ability than absorbing 

roots. 

Key words：Malus hupehensis（Pamp）Rehd. var. pinyiensis Jiang；2,4-dichlorophenoxyacetic acid；

extensive roots；absorbing roots；anti-apoptotic gene；cell death 

 

2,4-D（2,4–二氯苯氧乙酸）是一种难降解和易淋溶的生长素类除草剂，高浓度时会抑制植物

生长，促进植株衰老死亡（吴星卫 等，2009，2011；Pazmiño et al.，2012）。在果树根区施用高浓

度 2,4-D，不仅能杀死杂草也会对果树根系造成一定伤害。已有试验表明，2,4-D 浓度大于 50 mg · L-1

明显抑制苹果根系生长，甚至引起根系死亡（杨洪强和束怀瑞，2007）。根系死亡的本质是根细胞死

亡，细胞死亡包括细胞坏死和细胞凋亡，细胞凋亡是一种主动死亡过程，受到一系列基因产物调控，

其中最重要的调控因子是 caspase 家族和 Bcl-2 家族的蛋白（Antoine et al.，2000；Adams，2003）。

caspase 是含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白酶（cysteinyl aspartate specific proteinase），其家族成员分为凋

亡起始者（initiators）和执行者（executioners），其中 caspase 3 和 caspase 7 是底物相近的执行者，

它们可分解细胞内的相关靶蛋白，导致细胞结构和代谢改变，最终引起细胞凋亡（Antoine et al.，2000；

Boatright & Salvesen，2003）；植物也存在类 caspase 3/7 活性，其活性水平可在一定程度上反映细胞

程序性死亡的发生程度（马怀宇 等，2010）。Bcl-2 家族包括 BI-1（bax inhibitor-1）与 BAG（Bcl-2- 

associated athanogene）等成员，BI-1 基因表达可以抑制 Bax 基因所诱导的细胞死亡（Henke et al.，

2011）；BAG 即 Bcl-2 结合抗凋亡基因蛋白，能够单独或通过与 Bcl-2、HSP70 等的相互作用而抑制

细胞凋亡（Townsend et al.，2005）。HSP70 为热休克蛋白（heat shock proteins，HSP）家族的一员，

可作为分子伴侣防治蛋白质错误折叠、维持细胞结构、抵抗细胞凋亡等（Sharma & Masison，2009）。 

苹果新根分为延长根和吸收根，延长根生长旺盛，寿命比较长，吸收根主要行使吸收功能， 

15 ~ 25 d 完成一次更新，两者功能及生理特性不同，对外界刺激的反应也不一样，这种差别是果树

在特定的遗传背景下适应环境的结果（杨洪强和束怀瑞，2007），但人们对形成这种差别的机制并不

清楚。 

平邑甜茶[Malus hupehensis（Pamp）Rehd. var. pinyiensis Jiang]是苹果常用砧木。本研究中以平

邑甜茶为材料，探讨 2,4-D 灌根处理后苹果延长根和吸收根细胞死亡及其抗凋亡基因的表达，为进

一步揭示 2,4-D 对苹果不同新根死亡与更新的影响以及延长根和吸收根对其差异响应机制提供依

据。 

1  材料与方法 

1.1  材料处理与数据分析 

 试验在山东农业大学园艺试验站和山东农业大学生物学重点实验室进行，试材为 3 年生盆栽平

邑甜茶幼树。于 2012 年 5 月 1 日选取生长健壮、长势一致的植株用 60 mg · L-1 2,4-D 水溶液 2 L 进

行灌根处理，对照用等量水灌溉；每 3 株为一组处理，每处理重复 3 次。处理后正常管理，于处理

当天（0 d）及处理后 7、15、60 和 70 d 取样，分拣出延长根和吸收根后测定相关指标。用 DPS 数

据处理系统进行差异显著性分析。 
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1.2  细胞死亡量测定 

伊文思蓝（Evans blue）溶液可透过受损的细胞膜将死亡细胞染成蓝色，可用细胞截留的伊文思

蓝量来反映细胞的死亡量（Gaff & Okong’O，1971）。本研究中测定细胞死亡量即依据此原理。参照

Steffens 和 Sauter（2005）、Jiang 等（2012）的方法，称取 0.1 g 新根，在室温下用 0.25%的伊文思蓝

溶液染色 30 min 后用蒸馏水冲洗，再用 50%甲醇/l%SDS 于 50 ℃下水浴 30 min 抽提蓝色染料，检

测抽提液在 600 nm 下的吸光度，以单位质量鲜根样品的吸光度表示细胞死亡量。 

1.3  类 caspases3/7 蛋白酶活性检测 

参照 Ma 等（2007）的方法进行，称取材料 0.1 g，加入 2 mL 磷酸缓冲液（50 mmol · L-1，pH 7.8）

和少量石英砂冰浴研磨，4 ℃，12 000 × g 离心 20 min，然后按照 Caspase-GloTM3/7 Assay（Promega）

试剂盒说明书测定类 caspases3/7 蛋白酶活性。 

1.4  根活力测定 

采用氯化三苯基四氮唑（TTC）法测定根系活力（root activity，RA），用四氮唑的还原强度

（μg · g-1 · h-1）表示其活力（赵世杰 等，2002）。RA 下降率 =（RACK–RAmin）/RACK，RA 回升率 =

（RA70–RAmin）/RAmin，其中，RACK 为 15 d 时对照的根系活力，RAmin 为根活力最低时（处理 15 d）

的值，RA70 为处理 70 d 时的根系活力。 

1.5  ATP 含量测定 

ATP 含量采用荧光素—荧光素酶生物发光法测定（王维光，1985）。 

1.6  基因表达测定 

采用 CTAB 法提取样品总 RNA，按照 TaKaRa 试剂盒 PrimeScript RT regent Kit With gDNA Eraser

（TaKaRa Code：DRR047A）进行反转录，使用 iCycler iQ5 实时定量 PCR 仪器（Bio-Rad，美国）

进行 qPCR 检测。反应体系为 25.0 μL，含有 12.5 μL SYBR Premix Ex Taq（TaKaRa），50 ~ 100 ng cDNA 

模板，上、下游引物各 1 μL（10 μmol · L-1）。运行程序为：95  30 s℃ ；95  5 s℃ ，50  30 s℃ ，72  ℃

15 s，40 个循环。每个样品 3 次重复。 

所设计的特异性引物见表 1，以苹果 18S rRNA 基因为内参。 

 
表 1  平邑甜茶抗凋亡基因 qRT-PCR 引物设计 

Table 1  Primers set for the qPCR amplification of anti-apoptotic genes of Malus hupehensis 

基因名称及功能 
Gene name and function 

登录号 
No. in GenBank 

引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

F：5'-CCGAGAAGAATGAGAAGAAG-3' MhBI-1，bax inhibitor-1 gene KC456613 

R：5'-GGCAACACTAGACAATCAC-3' 

F：5'-TCTATTGCTTCTGGATGTCA-3' MhHSP70，heat shock protens 70 gene HQ876864 

R：5'-GCTGATTGTCTGAGTAGGT-3' 

F：5'-GTTGGTGTGATGCTTCTG-3' MhBAG，Bcl-2-associated athanogene gene HQ639935 

R：5'-CCTGTAGTCTTCGTCTTCA-3' 

18S rRNA，reference gene  F：5'-AAACGGCTACCACATCCA-3' 

  R：5'-CACCAGACTTGCCCTCCA-3' 

 

采用 2–△△CT公式计算基因相对表达量，△△CT =（CTTarget–CTActin）待测样本–（CTTarget–CTActin）校准样本，

CTTarget 和 CTActin 分别是目标基因和内参基因的 CT 值（Livak & Schmitten，2001）。将试验中 0 d 时

样本作为校准样本，将其值转换成 1，将其他样品与之比较，即获得相对表达值。 
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图 1  2,4-D 处理对平邑甜茶延长根和吸收根细胞死亡量的影响 

不同字母表示在 P = 0.05 水平差异显著，下同。 

Fig. 1  Effect of 2,4-D on the cell death quantity of Malus 

hupehensis extensive and absorbing roots 

The different letters mean significant difference at P = 0.05 level. 

The same below. 

2  结果与分析 

2.1  2,4-D 对新根细胞死亡量的影响 

2,4-D 处理前后，吸收根的细胞死亡量均

大于延长根，随着 2,4-D 处理时间的延长，吸

收根和延长根的细胞死亡量在 7 ~ 15 d 时达到

高峰，之后逐渐下降；在 2,4-D 处理早期（处

理后 7 d），吸收根细胞死亡量的升高幅度高于

延长根，显示吸收根细胞对 2,4-D 的敏感性稍

高于延长根（图 1）。 

2.2  新根细胞死亡相关代谢对 2,4-D 处理的响

应 

2.2.1  2,4-D 处理下新根根系活力变化 

由图 2 可见，2,4-D 处理后，吸收根与延

长根的根系活力先下降，在 15 d 时达到最低点

后回升。处理 15 d，吸收根的根系活力比未处

理时下降了 51.4%，而延长根只下降了 35.4%。

70 d 时，吸收根根系活力回升了 88.6%，延长

根只回升了 32.4%。可见，不论下降还是回升，吸收根的根系活力的变化幅度都大于延长根。此外，

吸收根的根系活力始终高于延长根。 

2.2.2  2,4-D 处理下新根 ATP 含量变化 

由图 3 可见，吸收根与延长根 ATP 含量在 2,4-D 处理处理后的变化与根系活力的变化类似，也

在 15 d 时降到最低值后回升，并且吸收根 ATP 含量也始终高于延长根。 

 

 

 

 

 

图 2  2,4-D 处理对平邑甜茶延长根和吸收根根系活力的影响 

Fig. 2  Effect of 2,4-D on root activity of Malus hupehensis 

extensive and absorbing roots 

图 3  2,4-D 处理对平邑甜茶延长根和吸收根 ATP 含量的影响 

Fig. 3  Effect of 2,4-D on ATP content of Malus hupehensis 

extensive and absorbing roots 
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2.2.3  2,4-D 处理下新根类 caspases 3/7 活性变

化 

由图 4 可见在 2,4-D 处理过程中，吸收根

与延长根均是在 7 d 达到峰值后下降，与新根

细胞死亡量的变化类似，而且吸收根类

caspases 3/7 活性水平明显高于延长根。 

2.3  新根中 MhBI-1 对 2,4-D 处理的响应 

吸收根与延长根中 MhBI-1 的表达均受

2,4-D 诱导，吸收根中在 7 d 时达到峰值，延长

根中在 60 d 时达到峰值，说明吸收根对 2,4-D

的响应比延长根迅速。 

此外，在 MhBI-1 表达量处于最高值时，

延长根中为对照的 249.6 倍，吸收根中则为对

照的 163.9 倍（图 5）。 

2.4  新根中 MhHSP70 对 2,4-D 处理的响应 

由图 6 可见，MhHSP70 在吸收根与延长根中的表达均受 2,4-D 强烈诱导；在处理 7 d 时，吸收

根 MhHSP70 表达量为对照 2.5 倍，延长根中为对照的 1.1 倍；在处理 60 d 时，新根 MhHSP70 表达

达到峰值，此时吸收根 MhHSP70 表达量是对照的 157.8 倍，延长根是对照的 194.3 倍。 

 

 

 

 

 

2.5  新根中 MhBAG 对 2,4-D 处理的响应 

在 2,4-D 处理早期（7 ~ 15 d），吸收根与延长根中 MhBAG 表达量均比对照低，15 d 后逐渐升高；

吸收根中 MhBAG 表达峰值量出现在 60 d，延长根中出现在 70 d；在表达高峰时，吸收根中 MhBAG

图 4  2,4-D 处理对平邑甜茶延长根和吸收根 

类 caspase 3/7 活性的影响 

Fig. 4  Effect of 2, 4-D on root caspase-like 3/7 activity of 

 Malus hupehensis extensive and absorbing roots 

图 5  2,4-D 处理对平邑甜茶延长根和吸收根 MhBI-1 

表达水平的影响 

Fig. 5  Effect of 2,4-D on MhBI-1 expression levels of Malus 

hupehensis extensive and absorbing roots 

图 6  2,4-D 处理对平邑甜茶延长根和吸收根 MhHSP70 

表达水平的影响 

Fig. 6  Effect of 2,4-D on MhHSP70 expression levels of Malus 

hupehensis extensive and absorbing roots 
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表达量为对照的 15.6 倍，延长根中 MhBAG 表达量为对照的 29.1 倍（图 7）。 

 

图 7  2,4-D 处理对平邑甜茶延长根和吸收根 MhBAG 表达水平的影响 

Fig. 7  Effect of 2,4-D on MhBAG expression levels of Malus hupehensis extensive and absorbing roots 

3  讨论 

根系是植物的立地之本，为适应根区不良环境，苹果根系在胁迫下会出现细胞死亡及与死亡相

关的一系列生理变化。比如，在水分胁迫、盐胁迫和镉胁迫下，根系细胞死亡量上升，ATP 含量和

根系活力逐渐下降，类 caspase3/7 活性升高等（Ma et al.，2007；马怀宇 等，2010；Jiang et al.，2012），

而在高浓度 2,4-D 处理下，根系也发生了同样变化，这些变化与死亡相关基因的表达密切相关。已

有研究表明，拟南芥等植物在遭受机械伤害、病原侵染（Sanchez et al.，2000）和活性氧处理

（Kawai-Yamada et al.，2004；Kim et al.，2009）等多种生物与非生物胁迫时，均伴随有 BI-1 基因

的表达上调（Watanabe & Lam，2006）；MhHSP70 基因（沈伟 等，2012）在胁迫下同样会表达上调。

多种细胞存活因子都能促进 BAG 的表达，超表达 BAG 基因能显著提高植物的抗逆性（Townsend et 

al.，2003；Doukhanina et al.，2006），BAG 表达的下调与细胞死亡相关（Sourisseau et al.，2001）。

在本试验中，在 60 mg · L-1 2,4-D 水溶液灌根处理后，平邑甜茶抗凋亡基因 MhBI-1 与 MhHSP70 在

新根中也出现了表达上调的现象，MhBAG 则是根系细胞死亡高峰时下调，而后表达升高。 

高浓度 2,4-D 会对根系造成胁迫伤害，纵观 2,4-D 处理过程中新根中 MhHSP70、MhBI-1 和

MhBAG 的表达和根系细胞死亡量的变化，可见抗凋亡基因表达高峰比细胞死亡量高峰出现的略晚，

在细胞死亡量从最高点逐渐下降时（处理 15 d 后），抗凋亡基因的表达才开始逐渐增强，尤其是

MhBAG 基因。抗凋亡基因的高表达有利于减少细胞凋亡的发生，在总体上必然会降低细胞的死亡

量，而抗凋亡基因的过量表达，不仅能减少细胞死亡，还能激活细胞增殖和存活信号分子（Townsend 

et al.，2003；Doukhanina et al.，2006），因此，2,4-D 处理 15 d 后细胞死亡量的下降，推测有抗凋亡

基因表达增强的贡献。 

根系的死亡与更新取决于根系细胞的死亡与再生。在根系发育过程中，细胞的死亡与再生受基

因控制，抗凋亡基因的表达有利于细胞的存活和延长其所在器官的寿命（Doukhanina et al.，2006；

Watanabe & Lam，2006）。比较 MhHSP70、MhBI-1 和 MhBAG 基因在延长根和吸收根中表达差别，

可见在表达高峰时，它们表达量的升高倍数均是延长根明显高于吸收根，说明延长根细胞比吸收根

细胞有更强的抗凋亡能力，而较强的抗凋亡能力有利于细胞和根系寿命的延长，这恰与吸收根生命
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周期短、延长根寿命长、吸收根比延长根更新速度快的现象（杨洪强和束怀瑞，2007）相吻合。而

且，吸收根的根系活力与 ATP 含量以及细胞死亡量和 caspase3/7 活性均高于延长根，这一结果也进

一步验证了吸收根和延长根两者在生理特性上的差别。 

虽然本研究中 MhHSP70 表达高峰在吸收根和延长根中基本同时到来，但在 2,4-D 处理早期（7 

d），吸收根中 MhHSP70 表达量增高的倍数（为对照的 2.5 倍）明显高于延长根（1.1 倍），而且，

MhBI-1 和 MhBAG 的表达高峰在吸收根中比在延长根到来的早，这表明吸收根抗凋亡基因对 2,4-D

的响应比延长根迅速；同时，在 2,4-D 处理早期，吸收根细胞死亡量的上升倍数与根系活力的下降

幅度均高于延长根，这些说明吸收根对 2,4-D 的反应比延长根更敏感。 

根系活力是根系细胞代谢强度的重要反映，ATP 是细胞正常代谢产生的能量载体。由本研究结

果可知，不仅吸收根的根系活力和 ATP 含量高于延长根，而且在 2,4-D 处理过程中，两种新根（吸

收根和延长根）的根系活力与 ATP 含量的变化动态都非常相近，同时，这一变化动态与细胞死亡量

的变化恰好相反，说明根系活力、ATP、细胞死亡量三者密切相关，它们都可在一定程度上反映根

系的死亡与更新状态。 

此外，2,4-D 是清耕果园常用除草剂之一，它在杀死杂草的同时常会对果树根系产生影响，本

研究从根系活力、ATP 含量、细胞死亡量和抗凋亡基因的表达等方面进一步证实了这一点。同时，

吸收根比延长根更容易受到 2,4-D 的伤害，即使在延长根没有受到明显影响时，吸收根也可能会出

现大量死亡。而果树吸收养分主要依赖于众多的吸收根，吸收根也是合成各种生长调节物质的器官

之一，吸收根的过量死亡必然会影响果树养分吸收以及整个树体的生长发育。因此，在生产中要严

格掌握 2,4-D 等除草剂的施用技术和施用量，尽量避开在根系（尤其是吸收根等细根）集中区或根

系大量形成的敏感时期使用，防止 2,4-D 等除草剂在杀死杂草时伤及果树根系。 
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