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摘要目的：研究 hes家族 bHLH转录因子 4（HES4）与急性 T淋巴细胞白血病（T-ALL）细胞系 Jurkat对化疗药物阿糖胞苷

（Ara-C）的敏感性作用。方法：构建 Lenti-pCDH-HES4-puro质粒，包装慢病毒感染 Jurkat细胞，感染空载体 Lenti-pCDH-puro为对

照组，puromycin筛选阳性细胞，Realtime-PCR检测转录水平 HES4过表达情况，CCK8法检测 Jurkat对 Ara-C敏感性，Ara-C终浓

度为 0.1、1、10、100、1000、10000 nmol·L-1；设计 3 对针对于 HES4 的特异 sgRNA 序列，构建 LentiGuide-sgRNA1-puro、

LentiGuide-sgRNA2-Puro、LentiGuide-sgRNA3-puro 质粒，LentiGuide-puro 空载体为对照组，包装慢病毒感染 Jurkat 细胞，

puromycin筛选，提取基因组 DNA，PCR扩增 sgRNA的靶序列，一代测序检测 HES4的敲除效率，CCK8法检测敲除 HES4后

Jurkat对 Ara-C敏感性，Ara-C终浓度为 0.1、1、10、100、1000、10000 nmol·L-1。结果：与对照组相比，HES4在 Jurkat中过表达（2.37

依 0.09）倍（P < 0.001），在 Ara-C为 1 nmol·L-1、100 nmol·L-1浓度下，过表达 HES4使 Jurkat对 Ara-C的药物敏感性降低（P值分别
小于 0.01、0.05）；sgRNA1、sgRNA 2、sgRNA 3敲除分值分别为 83、71、63，其中 sgRNA1的敲除效果最佳，在 Ara-C为 1000 nmol·

L-1浓度下，敲除 HES4促进 Jurkat对 Ara-C的敏感性（P < 0.05），3条 sgRNAs之间无明显区别（P > 0.05）。结论：HES4抑制
T-ALL细胞系 Jurkat对 Ara-C的敏感性，为 T-ALL化疗耐受的机制研究提供指导。
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HES4 Inhibits Chemosensitivity of T-cell Line Jurkat to Cytarabine*

To investigate the relationship between hes family bHLH transcription factor 4 (HES4) and sensitivity of

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cell line Jurkat to cytarabine (Ara-C), a chemotherapeutic drug. Lentiviral vector

Lenti-pCDH-HES4-puro was constructed and packaged to infect Jurkat cells, and empty vector Lenti-pCDH-puro was used as control

group. Puromycin was used to screen positive cells. Real-time PCR was used to detect HES4 overexpression. CCK8 method was used to

detect Jurkat's sensitivity to Ara-C. The final concentration of Ara-C was 0.1, 1, 10, 100, 1000, 10000 nmol·L-1. Three pairs of specific

sgRNA sequences targeting HES4 were designed to construct the recombinant plasmids LentiGuide-sgRNA1-puro, LentiGuide-

sgRNA2-puro and LentiGuide-sgRNA3-puro, and LentiGuide-puro was used as control group. Then the packaging lentivirus infected

Jurkat cells was screened by puromycin and genomic DNA was extracted. The target sequence of sgRNA was amplified by PCR, and

then the knockout efficiency of HES4 was detected by DNA sequencing. The sensitivity of Jurkat to Ara-C was detected by CCK8

method. The final concentration of Ara-C was 0.1, 1, 10, 100, 1000, 10000 nmol·L-1. Compared with the control group, HES4

overexpression in Jurkat was (2.37依0.09) times (P < 0.001). Overexpression of HES4 can inhibit Jurkat's drug sensitivity to Ara-C. When
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前言

HES4（Hairy-Enhancer of Split家族 bHLH转录因子 4）属

于 bHLH家族成员之一，具有碱性螺旋 -环 -螺旋结构，bHLH

家族是细胞分化发育的关键调节因子[1，2]。HES4是 Notch信号

通路下游靶基因之一，Notch信号通路是一条非常重要的信号

通路，参与神经干细胞、造血干细胞增殖分化[3，4]，肿瘤形成等病

生理过程[5]，其靶基因 HES4参与视网膜光感受器发育[6]，骨髓

间充质干细胞分化，促进骨质生成，抑制脂肪生成 [7]。高表达

HES4 促进骨肉瘤细胞侵袭性 [8]。 在造血细胞发育过程中，

HES4能够促进早期 T细胞发育，但不抑制 B细胞的发育[9]。在

人类急性 B淋巴细胞白血病(B-ALL)中 Notch-hes通路表观遗

传失活[10]。与 B-ALL相比，急性 T淋巴细胞白血病（T-ALL）常

伴有高白细胞计数、纵隔包块和中枢神经系统侵犯等临床特

征，预后相对较差，对化疗的耐受性较差[11-13]。目前未有文献报

道 HES4与 T-ALL细胞对化疗药物敏感性相关的研究，本研

究探讨急性 T淋巴细胞白血病细胞系 Jurkat过表达 HES4、敲

除 HES4后，细胞对化疗药物 Ara-C的敏感性变化，为 T-ALL

的耐药机制研究提供线索。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 RPMI 1640培养基、DMEM培养基、青链霉素双

抗、0.25%胰酶、Opti-MEM 培养基、PBS均购自美国 Gibco 公

司，FastDigest BsmⅠ内切酶、FastAP购自美国 Fermentas公司，

T4 PNK、Quick Ligase购自美国 NEB公司，胎牛血清购自以色

列 BI 公司，DH5琢 感受态细胞、TransScript First-Strand cDNA
Synthesis SuperMix、SYBR Green试剂均购自北京全式金生物

技术有限公司，琼脂糖购自西班牙 BIOWEST公司、LB液体培

养基、LB固体培养基均购自索莱宝生物科技有限公司，氨苄青

霉素、ddH2O均购自美国 sigma 公司，PEI转染试剂购自美国

Polysciences公司，Trizol试剂、二硫苏糖醇（DTT）均购自美国

invitrogen 公司，Lenti-pCDH-HES4-puro 质粒购自优宝生物科

技有 限 公 司 ，LentiGuide-puro 质 粒、 包 装 质 粒 pRRE、

pRSV-Rev、pMD2.G均购自 addgene公司，基因组 DNA提取试

剂盒购自北京擎科生物有限公司，Endo-free质粒中提试剂盒

细胞购自康为世纪科技有限公司，胶回收试剂盒购自天根生化

科技有限公司。Polybrene助转染试剂购自美国 merck 公司，

KAPA-HiFi-HotStart-ReadyMix购自美国 Roche公司，CCK8试

剂购自碧云天生物技术有限公司。Ara-C购自美国 Selleckchem

公司。引物、sgRNA序列均由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。

1.1.2 仪器 CO2培养箱、NanoDrop 1000紫外 -可见分光光

度计均购自美国 Thermo 公司，TS-100 倒置显微镜购自日本

Nikon 公司，QuantStudio 6 Flex PCR 仪购自美国 ABI 公司，

Synergy H4酶标仪购自美国 BioTech公司，JXN-26 高速离心

机购自美国 Beckman Coulter公司，Tanon 1600凝胶成像系统

购自上海天能科技有限公司。

1.1.3 细胞株 Jurkat、Lenti-X 293T细胞系均来自于中国医学

科学院血液病医院（中国医学科学院血液学研究所）国家重点

实验室细胞库。

1.2 方法

1.2.1 细胞传代与培养 Jurkat细胞用含 10 % FBS、1 %双抗

的 RPMI 1640培养基培养，细胞密度保持在 1 伊 106·mL-1 - 2 伊
106·mL-1，37 ℃ 5 % CO2 培养箱培养，2 - 3 天换液。Lenti-X

293T细胞以 1 伊 106·mL-1的密度接种于 100 mm培养皿，培养

基为 DMEM（含 10 % FBS、1 %双抗），37℃ 5 % CO2培养箱培

养，待细胞生长密度为 80 %左右弃上清，PBS洗一次，0.25 %胰

酶 37℃消化 1 min，含 10 % FBS、1 %双抗的 DMEM中和胰酶，

300 伊 g室温离心 5 min，弃上清，细胞按照 1 : 4比例进行传代。

1.2.2 载体构建 载体构建参照张锋教授发表的文章进行操

作[14，15]。HES4 sgRNA序列参照 http://www.genome-engineering.

org 进行合成，LentiGuide-puro 信息参照 Zhang Lab GeCKO

website：http://www.genome-engineering.org/gecko/，sgRNA1序

列为：oligo1 5'-CACCGCGGGCGGCCCGCGTAGACCT-3'，oli-

go2 5'-AAACAGGTCTACGCGGGCCGCCCGC-3'；sgRNA2 序

列为：oligo1 5'-CACCGGAGCTCCCGCCACTCGAAGC-3'，oli-

go2 5'-AAACGCTTCGAGTGGCGGGAGCTCC-3'; sgRNA3 序

列为：oligo1 5'-CACCGCCGTCACCTGCACGCGACGC-3'，oli-

go2 5'-AAACGCGTCGCGTGCAGGTGACGGC-3'。将 Oligos磷

酸化及退火：Oligo 1（100 滋M）1 滋L，Oligo 2（100 滋M）1 滋L，10
伊 T4 Ligation Buffer 1 滋L，6.5 滋L ddH2O，0.5 滋L T4 PNK，总共
10 滋L反应体系，37℃孵育 30min，95℃孵育 5 min，然后以 5℃

·min-1的速度降至 25℃，形成黏性末端的双链 oligos。将退火

的 oligos用 ddH2O稀释 200倍。LentiGuide-puro质粒线性化、

去磷酸化：取 5 滋g LentiGuide-puro质粒，加 3 滋L FastDigest

BsmⅠ内切酶、3 滋L FastAP，6 滋L 10 伊 FastDigest Buffer、0.6 滋L
100 mmol·L-1 DTT，加 ddH2O补至 60 滋L，37℃孵育 30 min。胶

回收：将酶切产物进行 1 %琼脂糖电泳，120 v电压条件下电泳

30 min，紫外分光光度计下将线性化的质粒条带切下，胶回收

试剂盒进行回收。连接反应：50 ng BsmⅠ消化的质粒片段，稀
释后的 oligo 双链 1 滋L，2 伊Quick Ligase Buffer 5 滋L，Quick

Ara-C was 1 nmol·L-1 and 100 nmol·L-1, overexpression of HES4 decreased the drug sensitivity of Jurkat to Ara-C (P < 0.01 and 0.05,
respectively); the knockout score of sgRNA1, sgRNA 2 and sgRNA 3 was 83, 71 and 63, respectively, and the knockout effect of

sgRNA1 was the best. When Ara-C was 1000 nmol·L-1, HES4 knockout promoted the sensitivity of Jurkat to Ara-C (P < 0.05), but there
was no significant difference among the three sgRNAs (P > 0.05). HES4 inhibits the sensitivity of Jurkat to Ara-C, which

provides guidance for the study of the mechanism of chemotherapy tolerance in T-ALL.

HES4; Overexpression; Knockout; Jurkat cell; Ara-C
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Ligase 1 滋L，ddH2O补至 11 滋L，室温连接反应 10 min。将连接

产物转化 DH5琢 感受态细胞，涂布于含 100 滋g·mL-1 氨苄

青霉素的 LB培养皿，37℃培养 16 h，挑取单个菌落接种于含

100 滋g·mL-1 氨苄青霉素的液体 LB 培养基 37 ℃震荡培养

12 h，收集菌液提取质粒送测序鉴定。

1.2.3 病毒包装、感染细胞、puro 筛选 病毒包装前一天将

Lenti-X 293T细胞 1 : 2传代接种于 100 mm培养皿，37℃ 5 %

CO2培养过夜。包装质粒 pRRE 2 滋g、pRSV-Rev 2 滋g、pMD2.G

4 滋g、目的质粒 6 滋g与 2.5 mL Opti-MEM充分混匀，1 伊 PEI
转染试剂 42 滋L 与 2.5 mL Opti-MEM 充分混匀，室温静置

5 min，将含有 4质粒的 Opti-MEM与含有 PEI的 Opti-MEM

混合，充分混匀，形成转染复合物，室温静置 20 min。Lenti-X

293T细胞弃培养基，加入上述混合物，再加 2 mL含 10 % FBS

的 DMEM，37℃ 5 % CO2培养 6 - 8 h弃培养基，加 15 mL含

10 % FBS、1 %双抗的 DMEM，37℃ 5 % CO2培养 48 h，收集上

清，加 5 mL含 10 % FBS、1 %双抗的 DMEM，37℃ 5 % CO2继

续培养至 72 h，收集上清。病毒上清 4000 伊 g，4℃离心 15 min去

除细胞碎片，0.45 滋m针头滤器过滤上清，病毒上清 48000 伊 g
4 ℃离心 2.5 h 进行浓缩，弃上清留病毒沉淀，加 200 滋L
DMEM重悬，10000 伊 g 4℃离心 5 min去除细胞碎片，吸取病

毒上清，分装，-80℃保存。细胞感染：将 5 伊 105·mL-1 Jurkat细

胞共 4 mL接种于 60 mm培养皿，加 polybrene助转染试剂（终

浓度 8 滋g·mL-1），室温放置 15 min，加浓缩病毒悬液 200 滋L，
37℃ 5 %CO2培养过夜，换新鲜含 10 % FBS、1 %双抗的 RPMI

1640培养基继续培养 48 h，puro（终浓度 1滋g·mL-1）筛选 72 h。

1.2.4 基因组 DNA 的提取 收集 puro 筛选后的细胞 1 伊
106，300 伊 g室温离心 10 min，弃上清，加 200 滋L ddH2O混匀，

加 20 滋L蛋白酶 K，涡旋振荡 10 s，加 200 滋L Buffer g1涡旋振

荡 10 s，56℃孵育 30 min，期间震荡 3 - 5次，加 200 滋L无水乙
醇涡旋振荡混匀，转移入 Spin column吸附柱中，12000 伊 g离
心 1 min，弃滤液，加 500 滋L Buffer PW，12000 伊 g离心 1 min，

弃滤液，重复洗一次，加 500 滋LWash Buffer，12000 伊 g离心
30 s，再次 12000 伊 g离心 2 min，将吸附柱置于干净收集管中，

室温干燥 5 min，加 50 滋L EB 洗脱基因组 DNA，NanoDrop-

1000分光光度计检测 DNA浓度，OD 260 / OD 280比值 1.8 -

2.0为合格。

1.2.5 RT-PCR 收集 1 伊 106细胞，300伊 g室温离心 10 min，

弃上清，加 1 mL Trizol充分裂解细胞，加 200 滋L三氯甲烷，上
下剧烈震荡混匀，室温静置 3 min，12000 伊 g 4℃离心 15 min，

吸取水相层，加 500 滋L异丙醇，颠倒混匀 6 - 8 次，室温静置

10 min，12000 伊 g 4℃离心 15 min，弃上清，加 75 %乙醇颠倒

混匀，7500 伊 g 4℃离心 10 min，弃尽上清，RNA团块室温干燥

至乙醇完全挥发，加 50 滋L ddH2O溶解 RNA，NanoDrop-1000

分光光度计检测 RNA浓度，OD 260 / OD 280比值 1.8 - 2.0为合

格。逆转录试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA，反应体系及反

应条件：RNA 1 滋g，oligo（dT）1 滋L，ddH2O补充至 9 滋L，65℃
5 min，迅速置于冰上 2 min，加 2 伊 buffer 10 滋L，RNA聚合酶
1 滋L，45 ℃ 15 min，85 ℃ 5 min，ddH2O 将 cDNA 5 倍稀释，

-20℃保存。Realtime-PCR 反应体系及条件：cDNA 1 滋L，
10 滋mol/L上下游引物各 1 滋L，2 伊 SYBR Green 10 滋L，ddH2O

补至 20 滋L；反应条件：95 ℃ 预变性 10 min，95 ℃ 变性 15 s，

60 ℃退火 1 min，40 cycles，升 /降温速度 1.6℃/s；溶解曲线反

应条件：95℃ 15 s，60℃ 1 min，95℃15 s，降温速度 1.6℃/s，

升温速度 0.05℃/s。以 GAPDH为内参，结果以公式 2-(△ △ CT)计

算基因相对表达量。引物序列：GAPDH 上游引物序列

5'-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3'，下游引物序列 5

'-AGTCCTTCCACGATACCAAAGT-3'；HES4 上游引物序列

5'-GAGCGCGTATTAACGAGAGC-3'，下游引物序列 5'-CG-

GTACTTGCCCAGAACG-3'。

1.2.6 sgRNA 敲除效率检测 提取感染 LentiGuide-HES4-

sgRNAs的 Jurkat细胞以及感染空载体细胞基因组 DNA，PCR

扩增含有 sgRNA靶点的 HES4序列，HES4序列扩增上游引物

序列：5'-GAGCGCGTATTAACGAGAGC-3'，下游引物序列：

5'-TCTGCTACAGTCTCGGCAAA-3'。反应体系：基因组 DNA

200 ng，10 滋mol·L-1 的上下游引物各 1 滋L，2 伊 KAPA-Hi-

Fi-HotStart-ReadyMix 25 滋L，ddH2O 补至 50 滋L。反应条件：
98℃预变性 15 s，98℃ 15 s，58℃ 15 s，72℃ 1 min，共 30 cycles，

PCR产物送上海生工测序，测序引物序列：5'-GAGCGCGTAT-

TAACGAGAGC-3'，测序结果在 Synthego网站分析敲除效率。

1.2.7 CCK8实验 取对数生长期细胞接种于 96孔板，1.25 伊
105·mL-1，每孔接种 80 滋L，分别加 20 滋L不同浓度的 Ara-C，混

匀，药物终浓度为 0.1、1、10、100、1000、10000 nmol·L-1，对照孔

的细胞加等体积的培养基，空白孔只加 100 滋L培养基，每组做
3重复。37℃ 5 % CO2培养 72 h，每孔加 CCK8试剂 10 滋L，混
匀，37℃ 5 %CO2培养 4 h，酶标仪检测 450 nm波长处 OD值。

细胞活率 =（实验组 OD值 -空白孔 OD值）/对照孔 OD值 伊
100 %。使用 Graphpad 5.0软件绘制细胞活率曲线，实验重复 3

次，取均值为最终结果。

1.2.8 统计学分析 实验数据采用 x依SD表示，使用 SPSS 19.0

统计软件进行分析，统计学处理用 t检验，P＜ 0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 Jurkat细胞过表达 HES4对 Ara-C的敏感性影响

Jurkat细胞感染慢病毒 Lenti-pCDH-HES4-puro，puro抗性

筛选 72 h，Realtime-PCR 检测细胞 HES4 的表达，OE 为过表

达细胞，pCDH为感染空质粒对照细胞，图 1A所示 OE细胞表

达 HES4的量是对照细胞的（2.37依 0.09）倍，两组有统计学意义
（P < 0.001）。将两组细胞接种于 96孔板，4 伊 104/孔，依次加不
同浓度 Ara-C，药物终浓度为 0.1、1、10、100、1000、10000 nmol·

L-1，检测两组细胞对 Ara-C的敏感性，结果如图 1B所示，在 1

nmol·L-1、100 nmol·L-1 浓度下，OE 细胞对 Ara-C的敏感性低

于对照细胞（P< 0.01和 P < 0.05）。说明在化疗药物 Ara-C为 1

nmol·L-1、100 nmol·L-1浓度下，过表达 HES4的 Jurkat细胞对

Ara-C的敏感性降低。

2.2 CRISPR/cas9法敲除 HES4基因

设计 3对 HES4基因的 sgRNA序列，构建慢病毒质粒，包

装病毒感染 Jurkat 细胞，puro 筛选 72 h，提取细胞基因组

DNA，PCR扩增 sgRNAs的靶序列片段进行一代测序，以感染

LentiGuide-puro的空质粒的测序结果为对照，Synthego网站分
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析 HES4的敲除效率。结果如图 2所示，HES4sgRNA1敲除分

值为 83，HES4sgRNA2敲除分值为 71，HES4sgRNA3敲除分

值为 63，说明 3对 sgRNA均具有良好的 HES4基因敲除效果，

sgRNA1敲除分值最高。另外，3对 sgRNA序列均引起 DNA缺

失突变，DNA缺失率分别为 94 %、87 %、89 %，如图 2所示，垂

直点状线为 CRISPR/cas9切割位点，切割位点之后的 DNA序

列出现重叠峰，这是由于切割和容易出错的修复通常会导致切

割后的混合测序碱基，从而达到基因敲除目的。sgRNA1、sgRNA2、

sgRNA3 的模型拟合指数 R2 分别为 0.94、0.88、0.89，其中

sgRNA1的拟合指数 R2最接近于 1，结果最准确可靠，因此 3

对 sgRNA均可有效敲除HES4，其中 sgRNA1的敲除效果最好。

2.3 Jurkat细胞敲除 HES4基因后对 Ara-C的敏感性的影响

敲除 HES4 的 Jurkat 细胞 HES4 sgRNA 1、HES4 sgRNA

2、HES4 sgRNA 3与感染 LentiGuide-puro空质粒细胞接种于

96孔板，分别加化疗药物 Ara-C，药物终浓度为 0.1、1、10、100、

1000、10000 nmol·L-1，检测 4组细胞对不同浓度 Ara-C的敏感

性，结果在 1000 nmol·L-1浓度下，HES4 sgRNA 1、HES4 sgRNA

2、HES4 sgRNA 3细胞对 Ara-C的敏感性分别高于对照细胞，

图 1 CCK8法检测 Jurkat细胞过表达 HES4对 Ara-C的敏感性变化

Fig.1 CCK8 method was used to detect the sensitivity of Jurkat cells overexpressing HES4 to Ara-C.

A: Real time PCR was used to detect the expression of HESs4 in Jurkat cells. pCDH: Lenti-pCDH-puro empty plasmid control cells; OE:

Lenti-pCDH-HES4-puro overexpression plasmid cells (n = 3，* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001).

图 2 Synthego网站分析 HES4sgRNA1、HES4sgRNA2、HES4sgRNA3敲除效率

Fig.2 Synthego website analyzes the knockout efficiency of HES4-sgRNA1, HES4-sgRNA2 and HES4-sgRNA3. The vertical black dotted lines indicate

the actual cut sites of CRISPR/cas9. Cutting and error-prone repair usually results in mixed sequencing bases after the cut.
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图 3 CCK8法检测 Jurkat细胞敲除 HES4对 Ara-C的敏感性变化

Fig.3 CCK8 assay was used to detect the sensitivity of Jurkat cells to Ara-C

after HES4 knockout. (n = 3, *** P < 0.00, The cells infected with
lentivirus HES4-sgRNA 1, HES4-sgRNA 2 and HES4-sgRNA 3 were

compared with lentivirus LentiGuide-puro cells).

P值均小于 0.001（图 3），3对 sgRNA之间无统计学意义（P >
0.05）。说明 Jurkat细胞敲除 HES4后，在化疗药物 Ara-C为

1000 nmol·L-1浓度下，细胞对 Ara-C的敏感性增强。

3 讨论

急性淋巴细胞白血病(ALL)是儿童发病率最高的恶性肿瘤

疾病(4 / 10万)。根据免疫表型，可分为 B细胞型和 T细胞型。

其中，B-ALL约占 85 %，T-ALL约占 15 %。随着检测手段、联

合化疗和造血干细胞移植技术的不断发展，儿童 ALL的治疗

效果有了很大的提高，尤其是 B-ALL。在发达国家，B-ALL的 5

年无事件生存（EFS）率可达 80 % ~ 90 %，但 T-ALL的生存率

仍较低，为 40 % ~ 70 %[11，12，16，17]。中国儿童白血病组（CCLG）急

性淋巴细胞白血病（ALL）2008方案（CCLG-ALL 2008）治疗儿

童 T细胞急性淋巴细胞白血病（T-ALL）的疗效研究中显示

VDLD诱导联合环磷酰胺 +阿糖胞苷 +6-巯基嘌呤（d 80）治疗

的完全缓解率为 94 %（79 / 84）[18]。也有研究发现 AZD1775使

T-ALL 细胞对 Ara-C 敏感增加 [19]，小鼠模型中急性消融

BTB/POZ结构域因子Miz-1poz区域可增强阿糖胞苷治疗的效

果，延缓小鼠 T-和 B-ALL/淋巴瘤的发生[20]，儿童急性白血病

的治疗可以联合 FLT3受体靶向药与 Ara-C进行治疗[21]。因此，

Ara-C在治疗急性淋巴细胞白血病中较为常见。

目前有文献报道 B-ALL 发病与 Notch 通路的靶基因

HES4高甲基化有关，表现为 Notch-hes通路表观遗传失活，而

hes4在 T-ALL中未发现高甲基化[10]。Notch通路涉及多种病生

理过程[22-24]，与肿瘤的形成关系密切[25-27]，也参与正常造血干细

胞的发育[28-30]。在造血祖细胞发育初期，Notch1是诱导人和小鼠

造血祖细胞活化的主要动力。但是在人类细胞中，单个 Notch1

靶基因在这些造血发育选择中的作用尚不清楚，尤其是 HES4，

因为小鼠体内没有同源基因，其作用还不清楚。Decker et al研

究了 Notch1靶基因 HES1和 HES4在早期 T细胞发育过程中

的功能，结果显示，这两个基因在早期 T细胞发育过程中以

Notch1依赖性方式表达上调，其中 HES1通过维持 CD34+造

血祖细胞静息来抑制其分化。虽然 HES4也能像 HES1一样抑

制自然杀伤细胞和髓细胞的发育，但它在 T细胞和 B细胞谱

系选择上的作用不同。B细胞是 Notch介导的抑制最敏感的造

血谱系，但是 HES4并不能抑制 B细胞的发育。与 HES1相比，

HES4促进 T细胞早期发育，但异位表达 HES4、HES1、甚至

HES1与 HES4组合不足以诱导 T 系分化。重要的是，敲除

HES1 或 HES4 可显著降低人类 T 细胞的发育。总体而言，

Notch1靶基因 HES1和 HES4在人类 T细胞早期发育过程中

具有非冗余的作用，这可能与介导 Notch依赖的人类造血谱系

分化的差异有关[9]。

本研究发现 T-ALL细胞系 Jurkat过表达 HES4（hes家族

bHLH 转录因子 4）对化疗药物 Ara-C 的敏感性降低，而

CRISPR/cas9 法敲除 HES4 基因后 Jurkat 细胞对 Ara-C 的敏

感性增加，因此 HES4能够抑制 Jurkat细胞对化疗药物 Ara-C

的敏感性，这一结论为 T-ALL化疗药物耐药机制的研究提供

线索。

HES4作为 Notch信号通路的靶基因之一，可能参与白血

病对化疗药物耐药，后续我们将要进一步验证是否在 B-ALL

细胞系中有相似结果，以及 Notch-hes通路其他成员，包括 hes

家族的 HES1、HES5等成员在化疗药物敏感性方面的作用，另

外 Notch-hes通路甲基化状态是否参与耐药机制。这一研究为

ALL化疗药物耐药机制的研究提供思路。
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