
胸腺基质淋巴生成素（thymic stromal lympho⁃
poietin，TSLP）是过敏性疾病中关注度较高的一类先

天性淋巴细胞因子，它可以直接或间接激活树突状

细胞、T细胞和B细胞，促进 2型炎症因子分泌［1-2］，

在包括支气管哮喘、特应性皮炎在内的多种过敏性

炎症中发挥重要作用［3-4］。此外，它在上皮细胞、角

质形成细胞、树突细胞、肥大细胞等多种细胞内表

达，参与黏膜屏障免疫平衡的建立［5］和机体耐受性

的形成［6］，并能在细菌感染中发挥保护作用［7］。这

种双重免疫调节，从功能上而言似乎是矛盾的。这

使得对其蛋白异构体的研究引起了关注。现有的

研究表明，TSLP不同蛋白异构体受差异调节并分别
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参与炎症和抗炎反应。

人TSLP基因转录3种不同的mRNA异构体，但

其中只有 2种编码功能蛋白。剪切异构体 1由 4个
外显子组成，编码长度为159个氨基酸的长链TSLP
（long form thymic stromal lymphopoietin，lfTSLP）。异

构体 2由 2个外显子组成，包含 lfTSLP的最后 63个

残基，编码短链 TSLP（short isoform thymic stromal
lymphopoietin，sfTSLP）。sfTSLP大多在健康的组织

细胞中表达，并在多种不同细胞中表现出强大的抗

炎特性［8］。在多种疾病模型中，sfTSLP与 lfTSLP发

挥了截然不同的作用［9］。目前对 lfTSLP，不管是转

录调控还是结构功能方面，均有了较为清晰的认

识，针对哮喘开发的人TSLP单克隆抗体Tezepelum⁃
ab也已进入三期临床阶段。而对于 sfTSLP的认识

尚不深入，其转录调控机制也有待进一步研究。

本研究旨在通过构建人 sfTSLP启动子区萤光

素酶报告基因重组质粒并通过步移缺失确定人 sfT⁃
SLP启动子的活性区域，并预测其 5′侧翼区中的功

能性转录因子结合位点，为更深入地研究人 sfTSLP
的转录调控机制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

人胚肾细胞（HEK⁃293）、pGL3⁃basic质粒、pRL⁃
TK（海肾萤光素酶报告质粒）为本实验室保存。

DMEM培养基（ThermoScientific公司，美国）。胎牛

血清、Opti⁃MEM培养基（Gibco公司，美国）。大肠杆

菌E.coli DH5α（大连宝生物公司）。基因组DNA提

取试剂盒、小量切胶回收试剂盒、小量质粒抽提试

剂盒（Omega公司，美国）。DNA Marker、限制性内切

酶MIUⅠ和XhoⅠ、T4 DNA连接酶和TaKaRa Ex Taq
保真酶（TaKaRa公司，日本）。质粒转染试剂 Lipo⁃
fectamineTM2000脂质体（Invitrogen公司，美国）。双

萤光素酶检测试剂盒（Promega公司，美国）。琼脂

糖（GENE公司，西班牙）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和基因组DNA的提取

HEK⁃293细胞以含有 10％灭活胎牛血清的高

糖DMEM培养基培养，置于 37 ℃、5％CO2培养箱，

2~3 d传代 1次。实验操作均采用对数期生长细

胞。按基因组DNA提取试剂盒操作步骤提取HEK⁃
293细胞全基因组DNA。

1.2.2 PCR引物设计

根据美国国立生物技术中心数据库NCBI中人

sfTSLP 基因序列（NC_000005.10），选取其启动子

区，即转录起始密码子上游2 000 bp~起始密码子后

200 bp共计2 200 bp大小片段。利用Primer5.0软件

设计 PCR引物，在引物的 5′端分别引入MIU Ⅰ及

XhoⅠ限制性内切酶位点。上游：5′⁃CGACGCGTAG⁃
GAAATGCTCAAAGATGTTCAG ⁃ 3′；下游：5′ ⁃ CC⁃
GCTCGAGTGGCTGCTCATAGGCGGCAAA⁃3′。引物

由北京擎科新业生物技术有限公司合成。

1.2.3 RT⁃PCR扩增

以步骤 1提取的基因组DNA为模板，PCR扩增

人 sfTSLP基因启动子序列。PCR反应条件：94 ℃ 预

变性 5 min，94 ℃变性30 s，62 ℃退火45 s，72 ℃延伸

2min，35个循环，72 ℃延伸8 min。PCR扩增产物以

1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1.2.4 质粒构建与鉴定

选取鉴定后的 PCR产物，切胶纯化，将所得产

物与真核表达载体pGL3⁃basic经过MIU Ⅰ及XhoⅠ
双酶切并纯化，目的片段和载体于37 ℃连接1 h，将
连接产物转化至大肠杆菌E.coli DH5α，均匀涂布于

含有氨苄青霉素的固体LB培养基上。37 ℃培养过

夜后挑选单克隆菌落进行菌液 PCR验证。PCR阳

性组提取质粒后双酶切鉴定阳性克隆，得到阳性重

组子并命名为 pTSLP⁃1，再送至擎科公司进行序列

测定。

1.2.5 sfTSLP近端启动子区截短质粒的构建

为了鉴定 sfTSLP基因启动子的 5′侧翼区中的

功能性转录因子结合位点，从 pGL3⁃basic萤光素酶

载体中构建了一系列启动子区截短片段克隆。具

体方法为：以鉴定后的pTSLP⁃1质粒为模板，通过步

移缺失获得长度不等的TSLP基因启动子片段，引物

见表 1。按上述方法逐步构建相关质粒，分别命名

为pTSLP⁃2、pTSLP⁃3、pTSLP⁃4、pTSLP⁃5、pTSLP⁃6。
1.2.6 脂质体转染细胞及双萤光素酶报告基因系

统检测启动子活性

将生长状态良好的HEK⁃293细胞按1×104个/孔
接种于 96孔培养板，待细胞汇集度达到 80%~90%
时，由脂质体 LipofectamineTM 2000介导将 pGL3⁃ba⁃
sic和构建成功的TSLP萤光素酶报告基因表达质粒

分别与pRL⁃TK质粒共转染HEK⁃293细胞，置于5%
CO2、37 ℃培养箱培养24 h。弃培养基，每孔加100 μL
PBS清洗2遍，加入30 μL裂解液后室温震荡45 min，
按照双萤光素酶检测试剂盒说明测定所有启动子

截短克隆在HEK⁃293细胞系中的活性。将每组相

对萤光素酶活性的倍数变化与pGL3⁃basic基本载体
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（阴性对照组）相比较。

1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 7及SPSS 22.0软件对数据

进行统计分析。实验结果以均数±标准差（x ± s）表

示。多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用SNK法。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 人TSLP近端启动子区重组质粒的鉴定

人TSLP基因启动子区PCR扩增后产物经琼脂

糖凝胶电泳可见 1条大小在 2 000 bp左右的条带，

与预期的2 200 bp扩增片段大小相同（图1A）。
选取 6个生长良好的单克隆菌落扩大培养，并

进行菌液PCR验证，所提质粒经MIUⅠ及XhoⅠ双酶

切后电泳，可见 2条特异性片段，1条约 5 000 bp即

pGL3⁃basic载体片段，另1条片段大小约为2 000 bp，
与目的片段大小相同（图 1B）。核酸序列测定结果

提示，此片段核苷酸序列与人TSLP基因启动子区序

列一致，说明人 sfTSLP基因启动子区已经成功插入

pGL3⁃basic载体中。

2.2 近端启动子区缺失质粒的构建

以构建成功的重组质粒 pTSLP⁃1为模板，步移

缺失获得长度不等的 sfTSLP基因启动子片段，经双

酶切鉴定，核酸电泳显示相应大小的各种缺失片段

（图2）。DNA 测序结果显示序列相符且插入方向均

正确，表明人 sfTSLP基因启动子截短萤光素酶报告

质粒构建成功，可用于后续研究。

2.3 启动子活性检测

如图 3所示，与 pGL3⁃basic对照组（1.00±0.14）
相比，重组质粒转染组相对荧光活性分别为 14.21±
0.69、28.75±4.72、43.38±4.83、9.63±0.99、2.22±0.18
和1.99±0.15。比较这6个不同长度的启动子重组质

粒转染的HEK⁃293中相对萤光素酶活性，其中在转

染 pTSLP⁃3的细胞中活性最强。pTSLP⁃5、pTSLP⁃6
与pGL3⁃basic间无显著差异。pTSLP⁃3与pTSLP⁃4、
pTSLP⁃4与 pTSLP⁃5之间均有显著差异（P＜0.05）。

5 000 bp-
2 000 bp-
1 000 bp-750 bp-500 bp-
250 bp-
100 bp-

M 1 2 3 4 5 6 7

M：DL5000 DNA Marker；1：pTSLP⁃1（-2 000~+201 nt，插入片段长

度 2 201 bp）；2：pTSLP⁃2（-600~+201 nt，插入片段长度 801 bp）；3：
pTSLP⁃3（-201~+201 nt，插入片段长度 402 bp）；4：pTSLP⁃4（-44~+
201 nt，插入片段长度245 bp）；5：pTSLP⁃5（+25~+201 nt，插入片段长

度176 bp）；6：pTSLP⁃6（+91~+201 nt，插入片段长度110 bp）；7：pGL3
⁃basic。
图2 人 sfTSLP启动子萤光素酶报告基因重组质粒双酶切

鉴定

Figure 2 Identification of luciferase report gene recombi⁃
nant plasmids of human sfTSLP promoter by
double enzyme digestion

表1 扩增人TSLP基因启动子区片段引物序列

Table 1 Primers designed for human TSLP gene promotor

酶切位点用下划线标出，上游酶切位点为限制性内切酶 MIUⅠ，下游酶切位点为限制性内切酶 XhoⅠ。

引物

pTSLP⁃1 F
pTSLP⁃2 F
pTSLP⁃3 F
pTSLP⁃4 F
pTSLP⁃5 F
pTSLP⁃6 F
pTSLP R

位置（nt）
-2 000~+201
-600~+201
-201~+201
-44~+201
+25~+201
+91~+201

序列（5′→3′）
CGACGCGTAGGAAATGCTCAAAGATGTTCAG
CGACGCGTACCAGCACTATCTAATGGCTATTTC
CGACGCGTGTTCCAATTTAGGGAGAGGAAGTC
CGACGCGTAGCGTGGGTGACAGTCTTTT
CGACGCGTGCGGTTGGTTCTTCCTTG
CGACGCGTTCCTCCCTGACCTTCCT
CCGCTCGAGTGGCTGCTCATAGGCGGCAAA

目的片段大小（bp）
2 201
0 801
0 402
0 245
0 176
0 110

5 000 bp-
2 000 bp-
1 000 bp-750 bp-500 bp-
250 bp-100 bp-

M2 2M1 1

2 000 bp-
1 000 bp-750 bp-500 bp-
250 bp-

A B

A：PCR扩增人TSLP基因启动子片段；B：含人TSLP基因启动子

的重组萤光素酶报告质粒 pTSLP⁃1双酶切鉴定。M1：DL2000 DNA
Marker；M2：DL5000 DNA Marker；1：PCR扩增产物；2：pTSLP⁃1重组质

粒双酶切产物。

图1 pTSLP⁃1质粒构建与验证

Figure 1 Construction and identification of pTSLP⁃1 re⁃
combinant plasmid
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故推测人sfTSLP的启动子活性区域位于-200~+25 nt
区域。

2.4 人 sfTSLP启动子区转录因子结合位点预测

根据上述人TSLP启动子重组质粒的萤光素酶

活性检测结果分析，提示-200~+25 nt 区域内可能存

在明显影响启动子活性的转录因子结合位点，应用

JARSPAR对该区域进行分析，获得可能的转录因子

结合位点。如图 4所示，预测结果提示该序列范围

内可能存在 SPI1、SPIB、SP1/SP3、ETS1等转录因子

结合位点。

3 讨 论

胸腺基质淋巴生成素包括短链和长链两种不

同的形式，sfTSLP广泛存在于健康的口腔、皮肤、气

道、肠道上皮中，是上皮细胞黏膜屏障的重要组成

部分，也是稳态条件下表达的主要蛋白异构体［10］。

本研究通过确定人 sfTSLP启动子区所在位置，采用

步移缺失方式构建6种含不同长度人sfTSLP启动子

片段的萤光素酶报告基因质粒，通过瞬时转染和萤光

素酶活性检测确定重组质粒的启动子活性，且推测其

核心启动子区位于5′侧翼区-200~+25 nt区域内，这

提示在此区域中含有多个转录因子结合位点。

启动子是转录的起始。核心启动子，又称“转

录门户”，通常被定义为指导RNA聚合酶Ⅱ准确启

动转录的最小DNA序列［11］。它是确保正确转录起

始的关键，是蛋白质编码基因以及真核生物中许多

非编码基因表达的重要组分，但也是真核生物转录

调控中容易被忽视的一部分［12］。TSLP已被证实可

受NF⁃κB、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen⁃activated
protein kinases，MAPK）等多种途径调控，但目前研

究多是基于 lfTSLP启动子区。sfTSLP在C末端区域

中与 lfTSLP的氨基酸序列完全重叠。但分析其不

同表达模式后，发现其与人TSLP基因座的分析一致，

这意味着 sfTSLP与 lfTSLP间并非简单的交替剪接，

而是源自两个独立的启动子区域［10］。这提示 lfTSLP
与sfTSLP可能有着完全不同的转录调控途径。

通过构建 sfTSLP启动子区萤光素酶报告质粒，

确立了其活性区域，同时发现 sfTSLP启动子区存在

SP1/SP3、SPI1/SPIB、TCF3、ETS1等多种转录因子结

合位点。这与其结合许多不同转录因子的高能力

相符［13］。Martin Mena等［14］发现 sfTSLP表达受过氧

化物酶体增殖物激活受体⁃γ（peroxisome proliferator
activated receptor⁃γ，PPAR⁃γ）调节，并通过免疫共

沉淀验证了PPAR⁃γ在功能上与 sfTSLP的启动子区

结合，是 sfTSLP基因的转录调节因子之一。转录因

子特异性蛋白1（SP1）参与多种细胞功能，已有研究

发现敲除 SP1能显著降低角质形成细胞中TSLP的

表达［15］。SPI1和 SPIB是ETS亚家族转录因子的成

员，ETS蛋白共享保守的ETS结构域，其介导特定的

DNA结合，在骨髓和B淋巴细胞发育过程中激活基

因表达。SPIB可以与MAPK家族中成员结合共同

发挥作用。MAPK是普遍表达的信号酶，它在先天

免疫应答中具有多种作用，从促炎介质（例如细胞

因子和趋化因子）的诱导到抗炎反馈途径的激活均

有参与［16］。

在屋尘螨诱发的哮喘中，sfTSLP能抑制 lfTSLP
的表达。有研究表明屋尘螨诱发哮喘中 lfTSLP表

达受MAPK途径调控［17］。lfTSLP与哮喘的发生、难

以控制的嗜酸性粒细胞浸润、类固醇抗性等密切相

关。而在屋尘螨引起的小鼠哮喘模型中，sfTSLP被

证明可以通过抑制炎症反应时ERK1/2和 p38的磷

酸化及跨膜电阻降低，同时抑制 lfTSLP 依赖性

STAT5磷酸化，从而显著抑制肺泡灌洗液中Th2相
关细胞因子的产生和 lfTSLP的上调，减弱屋尘螨和
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图 3 人 sfTSLP启动子荧光素报告基因重组质粒在HEK⁃

293细胞中相对萤光素酶活性

Figure 3 Analysis of luciferase relative activity in HEK⁃
293 cells of six promoter luciferase report gene
recombinant plasmids of human sfTSLP

GTTCCAATTTAGGG AGAGGAAGT CTC TATCCG GAGGAAAGGCAAATT
GGGAAC TGGGACGA GGGAAC GTTGTTAGGGGC ACCACCTGCT GGGGT
CCGGCGCCTCCGCGCTCGGGCTCGGAATTTTGGCAG CCTCCGCCCCC T
GGAGACTTGGGAGGAGCGAGCGTGG GTGACAG TCTTTTCGCGACGAGT
GCCCTCCGC CACCCTC GCCACGCCCCT GCTCCCCC
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图4 运用JASPAR网站预测转录因子结合位点

Figure 4 Predication of binding sites of transcriptional⁃
factors by JASPAR
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lfTSLP诱导的气道上皮屏障破坏，降低气道高反应

性［18］。这意味着 sfTSLP与MAPK途径密切相关，并

可能成为哮喘治疗的新靶点。

本研究构建了sfTSLP启动子区萤光素酶报告质

粒并确立了其活性区域，同时预测了其启动子区存在

的多种转录因子结合位点。这为后续的研究指明了

方向，但进一步的验证还需更深入的实验证实。
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