
抗病毒固有免疫反应是机体抵抗病毒感染的

第一道防线，在宿主防御病原体入侵过程中起着至

关重要的作用。它通过模式识别受体（pattern rec⁃

ognition receptor，PRR）识别相关病原体的分子模式

检测入侵微生物，进一步激活Ⅰ型干扰素（interfer⁃
on，IFN）和促炎细胞因子的表达［1］。干扰素基因刺

激因子（stimulator of interferon genes，STING）是一种

内质网膜蛋白，越来越多的研究表明其在参与宿主

抗病毒固有免疫反应的过程中起着至关重要的作
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［摘 要］ 目的：分析儿童外周血干扰素基因刺激因子（stimulator of interferon genes，STING）启动子-436~+267区域序列变

化。方法：采用PCR产物直接测序的方法，对48例儿童的STING基因启动子区进行序列分析，构建重组报告质粒pGL⁃3/STING
（TT）和pGL⁃3/STING（CC），转染人类胚胎肾（human embryonic kidney，HEK）293T细胞，检测其荧光素酶活性，计算相对活性单

位（the relative luciferase activity unit，RLU）。结果：发现STING基因启动子区的1个新的单核苷酸多态性（single nucleotide poly⁃
morphism，SNP）位点（-401）T/C；该位点TT、TC、CC这3种基因型的频率分布分别为45.8%、37.5%、16.7%；经酶切、测序鉴定，成

功构建了含有该位点的STING启动子序列（-436~+267）的表达质粒pGL⁃3/STING（TT）和pGL⁃3/STING（CC）。与pGL⁃3/STING
（TT）质粒比较，pGL⁃3/STING（CC）启动子的RLU明显降低。结论：STING基因（-401）T/C是一个新的 SNP，该 SNP可降低

STING基因启动子的活性，进而可能影响基因的转录调控，影响机体对疾病的易感性。
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Sequence polymorphism of the promoter region of STING gene in children
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［Abstract］ Objective：To explore the sequence variation of the promoter region（-436~+267）on stimulator of interferon genes
（STING）of children. Methods：The sequences of the promoter region of 48 children were amplified by PCR and then sequenced. The
luciferase reporter plasmid pGL⁃3/STING（TT）and pGL⁃3/STING（CC）were constructed to transfect human embryonic kidney（HEK）⁃
293T cells，and then the luciferase gene expression was detected and the relative luciferase activity unit（RLU）was calculated.
Results：A new single nucleotide polymorphism（SNP）T/C（- 401）in STING promoter region was identified. The frequencies of
genotype TT，TC，and CC were 45.8%，37.5%，and 16.7% respectively. Restriction endonuclease analysis and DNA sequencing
verified the successful construction of the plasmid pGL ⁃ 3/STING（TT）and pGL ⁃ 3/STING（CC）including the SNP. Compared with
plasmid pGL⁃3/STING（TT），pGL⁃3/STING（CC）exhibited a weaker promoter activity. Conclusion：T/C（-401）in STING promoter
region is a new SNP. The genotype of this new SNP may reduce the activity of STING promoter，and consequently affect the
transcription and expression of STING gene，and affect the body’s susceptibility to disease.
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用［2］。作为免疫和炎症反应中的一个重要信号分

子，STING不仅特异性介导由 5′⁃3p dsRNA诱导的

RIG⁃I信号通路，几乎参与了所有由胞内B型dsDNA
模式识别受体介导的 IFN⁃β通路，而且还作为模式

识别受体介导由细菌环二核苷酸 c⁃di⁃GMP和 c⁃di⁃
AMP诱导的 IFN的表达，从而参与宿主对以DNA致

病的病原菌的防御［3］。另外，STING还能通过活化

的STAT6来介导趋化因子的产生，从而招募免疫细

胞抵御病毒的感染［4］。值得注意的是，STING还可

以识别自身异常的DNA，引起某些自身免疫疾病［5］。

儿童是容易引发感染性疾病的一个群体，阐明

其 STING 基因表达调控的机制，对进一步揭示

STING上游的固有免疫信号通路及防治病毒感染性

疾病具有重要意义。启动子在基因表达调控方面

起十分关键的作用，启动子单个核苷酸的变异可引

起转录因子结合位点的改变，进而影响基因的表

达，并最终影响生物体的性状。已有研究将 STING
基因核心启动子界定在-124~+1，且已证实此区间

存在调控STING基因转录表达的转录因子CREB、c⁃
Myc的转录结合位点［6］。本研究在此基础上，对儿

童 STING基因启动子-436~+267区域进行突变分

析，并对其在HEK⁃293T细胞中的启动活性进行评

价，现对研究结果报告如下。

1 材料和方法

1.1 材料

基因组DNA抽提试剂盒、小量胶回收试剂盒

（Omega公司，美国）；rTaq DNA聚合酶、限制性内切

酶、T4 DNA连接酶（大连 TaKaRa公司）；转染试剂

LipofectamineTM 2000（Invitrogen公司，美国）；双荧光

素酶分析试剂（Promega公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 样品的采集

血液样品取自48例正常体检儿童，年龄4~10岁，

男25例，女23例，均体健。每位受试者抽取外周抗

凝血 3 mL，用基因组DNA抽提试剂盒抽提基因组

DNA，-70 ℃保存备用。本研究经医院伦理委员会

批准，所有受试者监护人知情同意。

1.2.2 PCR扩增

通过 Primer Premier 5.0 软件设计引物，扩增

STING基因启动子区-436~+267的DNA序列。上游

引物（F）：5′⁃TGGAGTGCAGTGGCCTAATCTCT⁃3′；
下游引物（R）：5′⁃AGCCTCCATTCCATTGCCCTTTG⁃
3′（由上海英俊生物有限公司合成）。PCR反应体系

为：10×buffer（含Mg2+）2 μL，上游引物 0.5 μL，下游

引物0.5 μL，dNTPs（10 mmol/L）0.4 μL，rTaq DNA聚

合酶 0.2 μL，基因组DNA模板 0.2 μL，加双蒸水至

20 μL，在 PCR仪上进行 PCR扩增，PCR反应条件

为：95 ℃变性 5 min；然后以 95 ℃ 20 s、58 ℃ 30 s、
72 ℃ 2 min为 1个循环，共进行 34次循环；最后以

72 ℃延伸 8 min。PCR结束后，将 PCR的扩增产物

进行 1%琼脂糖凝胶电泳实验，再用凝胶成像系统

检测条带情况。

1.2.3 PCR产物测序及序列分析

将有目的条带的 PCR产物直接送上海英俊生

物有限公司测序，测序反应所用的引物同PCR反应

引物。测序结果用DNASTAR软件中的EditSeq、Se⁃
qManⅡ程序分析，以NCBI数据库（https：//www.ncbi.
nlm.nih.gov）中STING基因标准序列为参考，进行序

列比对分析。

1.2.4 重组报告质粒的构建

通过 Primer Premier 5.0 软件设计 1 对 PCR 引

物，上下游引物分别引入KpnⅠ和BglⅡ限制性内切

酶位点。上游引物 5′ ⁃ CGGGGTACCTGGAGTG⁃
CAGTGGCCTAATCTCT⁃3′（下划线部分为 KpnⅠ酶

切 位 点），下 游 引 物 5′ ⁃ GGAAGATCTAGCCTC⁃
CATTCCATTGCCCTTTG⁃3′（下划线部分为BglⅡ酶

切位点），在上海 Invitrogen公司合成。分别以含或

不含 STING启动子单核苷酸多态性（single nucleo⁃
tide polymorphism，SNP）位点（CC、TT）的人全血DNA
为模板，PCR扩增 STING启动子-436~+267区域的

703 bp序列。琼脂糖凝胶电泳PCR扩增产物，小量胶

回收试剂盒回收DNA。限制性内切酶KpnⅠ、BglⅡ
双酶切PCR产物和pGL⁃3基本载体，T4 DNA连接酶

连接，构建成荧光素酶报告基因重组质粒 pGL⁃3/
STING（CC）和 pGL⁃3/STING（TT）。采用 KpnⅠ和

BglⅡ双酶切和核酸序列测序对重组质粒进行鉴定。

1.2.5 质粒转染和荧光素酶活性测定

采用 LipofectamineTM 2000试剂进行HEK⁃293T
细胞的转染，操作按照试剂盒说明书进行。于48孔
板共转染报告质粒与内参质粒pRL⁃TK，48 h后收集

细胞。实验同时设转染 pGL⁃3 基本载体和 pGL⁃
3control阳性载体作为对照。用双荧光素酶分析试

剂在 ModulusTM Luminometer 仪器（TURNER Biosys⁃
tems公司，美国）上进行荧光素酶活性检测。计算

报告质粒与内参的荧光素酶活性比值，即相对荧光

素酶活性（relative luciferase activity unit，RLU）。具

体步骤参照仪器及试剂说明书。
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1.3 统计学方法

采用 SPSS13.0软件进行统计学分析。定量数

据用均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t检

验，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳检测

经 1%琼脂糖凝胶电泳，所有扩增产物大小均

与预期片段大小（703 bp）符合，且特异性好（图1）。
2.2 测序结果分析

为了增加测序的可靠性，对 PCR产物进行正、

反双向测序，共获得48例样本的启动子区序列。通

过DNASTAR软件进行序列比对分析，在-401位点

发现 1处 T→C改变。除野生 TT型外，还存在杂合

性改变TC型及纯合性改变CC型（图 2）。该处 SNP

TT、TC、CC这 3种基因型的频率分别为 45.8%（22/
48）、37.5%（18/48）、16.7%（8/48），T等位基因和C等

位基因频率分别为64.5%和35.5%。

2.3 含 STING启动子-436~+267区域的重组报告

质粒的构建和鉴定

以限制性内切酶 KpnⅠ和 BglⅡ对重组质粒

M 1 2 3 4 5 6 7 8
—700 bp

M：DNA maker；1~8：PCR扩增产物。

图1 部分儿童STING基因启动子区PCR扩增产物

Figure 1 PCR products of STING promoter region of
parts of children

A A C T T C C A A A C N T C C A A A C C T C C AA B C

A：TT纯合型；B：TC杂合型；C：CC纯合型。

图2 STING基因启动子区PCR扩增产物测序结果

Figure 2 Sequencing results of PCR products of STING promoter region

750 bp—

5 000 bp—

—pSTING（CC）

—pGL⁃3

1 2

1：DNA marker；2：pGl⁃3/STING（CC）的KpnⅠ和BglⅡ双酶切产物。

图3 重组报告质粒的酶切鉴定

Figure 3 Restriction endonuclease analysis of recombi⁃
nant reporter plasmid

pGL⁃3/STING（CC）进行双酶切，琼脂糖凝胶电泳结

果见STING启动子-436~+267区域的703 bp的条带

（图3）。进一步将pGL⁃3/STING（CC）质粒测序结果

进行比对，其同源性为 100%。同样方法对重组质

粒pGL⁃3/STING（TT）进行构建和鉴定。

2.4 STING（CC）启动子在HEK⁃293T细胞中的活性

分析

转染 pGL⁃3/STING（CC）质粒的细胞所测得的

RLU 较转染 pGL⁃3/STING（TT）的细胞明显降低

（图 4）。

*
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与pGL⁃3/STING（TT）比较，*P＜0.01。
图 4 pGL⁃3/STING（TT）和 pGL⁃3/STING（CC）在HEK⁃

293T细胞中启动活性检测

Figure 4 Activity detection of plasmid pSTING（TT）and
pSTING（CC）in HEK⁃293T cells
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3 讨 论

感染性疾病是临床上常见且多发的疾病之一，

随着变异性病原体数量的增加，加之儿童年幼、自

我控制意识和卫生意识较差，且自身免疫功能的发

育不完全，自身抵抗力较弱，因此容易引发感染性

疾病［7］。STING作为抗病毒固有免疫反应中的一个

重要蛋白分子，其结构和功能在人、猪、小鼠以及骆

驼等物种中高度保守［3，8-12］。近年来，很多研究已经

证实，在由DNA病毒［4］、RNA病毒［13］、逆转录病毒［14］、

细菌［15］和一些寄生虫病［16］引起的固有免疫反应中，

STING均起着非常重要的作用。

随着基因研究的迅猛发展，越来越多的学者着

重从基因、遗传水平解释个体对疾病易感性的不

同［17］。在本研究中，在将STING基因核心启动子界

定在-124~+1，且已证实此区间存在调控 STING基

因转录表达的转录因子CREB、c⁃Myc的转录结合位

点的基础上［6］，我们对儿童STING基因启动子进行-
436~+267区域的序列检测，结果在-401发现了 1个
未见报道的 SNP：T→C，且该 SNP可降低 STING基

因启动子的活性。STING基因（-401）T/C这个新的

SNP基因型与儿童对疾病易感性的关系有待进一步

研究，需要更大样本研究结果分析TC型和CC型是

否为感染性疾病发生的易感因素之一。通过研究

STING自身的转录调控机制，实现安全精确调控基

因的表达，对于未来基因治疗和细胞治疗的广泛应

用非常关键。
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