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胃肠道间质瘤KIT及PDGFRA基因突变的检测及分析

张秀敏① 林 慧① 叶 菁① 郭 风② 袁 媛① 隋延仿①

李增山①

摘要 目的：检测胃肠道间质瘤（gastrointestinal stromal tumors，GISTs）KIT及PDGFRA基因的突变位点及类型，探讨其在GIST
发病机制中的作用。方法：收集西京医院病理科2006年10月至2010年10月胃肠道间质瘤病例38例，男性20例（52.6%），女性18
例（47.4%），从福尔马林固定石蜡包埋（formalin-fixed paraffin-embedded，FFPE）组织中提取基因组DNA。通过PCR扩增目的片段后

测序，检测38例样本的KIT和PDGFRA基因突变类型。结果：在38例样本中共检测出KIT基因突变34例，其中32例发生在外显子

11，突变形式有点突变、插入突变与缺失突变；2例发生在外显子9，均为重复性突变。同时还检出PDGFRA基因突变1例，其余3例

样本为野生型。结论：大多数GISTs中存在KIT基因的突变，PDGFRA基因突变可见于部分缺乏KIT突变的GIST中。
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Abstract Objectives: This study aims to detect the mutant sites and types of PDGFRA genes in gastrointestinal stromal tumors

( GISTs ) and investigate the role of these genes in the pathogenesis of GISTs. Methods: Genomic DNA was extracted from forma-

lin-fixed paraffin-embedded ( FFPE ) tissues. Polymerase chain reaction and direct sequencing were performed to determine mutant

types. Results: KIT mutations were identified in 34 out of 38 samples, involving 2 repeat mutations in exon 9 and 32 mutations in exon

11. The mutant types in exon 11 included point, insertion, and deletion mutations. Only one sample had PDGFRA mutation. The other

three samples were wild types. Conclusion: KIT mutations are common in the majority of GISTs, and PDGFRA mutations exist in

GISTS that lack a KIT mutation.

Keywords Gastrointestinal stromal tumors; FFPE tissue; KIT; PDGFRA; Gene mutation

胃肠道间质瘤（gastrointestinal stromal tumors，
GISTs）是指发生于消化道、网膜、肠系膜的CD117阳
性、由梭形或（和）上皮样细胞构成的间叶性肿瘤［1］。

GISTs具有独特的分子特征，功能获得性突变是其发

生的重要机制。根据突变类型，GISTs可分为KIT基因

突变（约 80%），PDGFRA基因突变（约 5%）和野生型

（约15%）。突变检测对GISTs的新辅助化疗具有重要

的指导意义。本研究采用PCR扩增和直接测序法对

38例GISTs标本中KIT及PDGFRA的突变进行检测，

探讨其在GISTs在发病中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

收集西京医院病理科2006年10月至2010年10月
胃肠道间质瘤患者的石蜡标本共38例，男性20例（52.6%），
女性18例（47.4%），发病年龄29～79岁，中位年龄46岁。

肿瘤原发于胃17例（44.7%），小肠12例（31.6%），胃肠外

（包括腹腔、盆腔及腹膜后等）9例（23.7%）。根据2008
年改良的NIH危险度评估方法，38例样本包含高危险度

25例，中危1例，低危12例。所有病例均为CD117阳性，

部分病例CD34表达阴性。符合伦理委员会认可。
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1.2 方法

1.2.1 基因组 DNA 提取 采用 E.Z.N.A.TM FFPE
DNA试剂盒（Omega），石蜡组织切片（10 μm×2）装入

1.5 mL EP管，二甲苯脱蜡，无水乙醇清洗1次。组织

烘干后加入 200 μL TL Buffer和 20 μL蛋白酶OB，混
匀后置于55℃水浴3 h或过夜。依据裂解情况，可追

加蛋白酶。裂解完全后，90℃孵育 1 h。在裂解物中

加入 220 μL BL buffer和 250 μL无水乙醇，混匀后加

到 2 mL的吸附柱，10 000 g离心 1 min；更换收集管，

加入500 μL HB buffer，10 000 g离心1 min；再次更换

收集管，加入 500 μL DNA wash buffer，10 000 g 离心

1 min，去除滤出液后再漂洗 1次，离心 3 min；最后用

100 μL预热（70℃）的Elution buffer回收DNA，-20℃
保存。

1.2.2 基因组DNA浓度和纯度鉴定 取5 μL基因组

DNA，加入 95 μL ddH2O将其稀释 20倍后，使用紫外

分光光度仪检测浓度和纯度。DNA纯度根据OD260/280
判断，正常比值一般在1.7～2.0之间。

1.2.3 目的片段扩增和回收 PCR扩增KIT基因第

9、11、13、17外显子和PDGFRA基因第12、14、18外显

子。PCR反应总体系为50 μL，包含DNA模板总量约

200 ng，PCR mix 25 μL，上下游引物各2 μL（10 μM），

其余用 ddH2O补足。引物序列（表 1）。由北京六合

华大基因科技股份有限公司合成。PCR循环条件：

95℃预变性2 min；95℃变性30 s，退火40 s，72℃延伸

30 s，40次循环；最后72℃延伸5 min。
表1 PCR引物序列和退火温度

Table 1 Primers and annealing temperatures for PCR reaction

PCR反应结束后，进行1%琼脂糖凝胶电泳（5 V/cm
电压），30 min后在紫外线反射透射分析仪下切取含

目的片段的凝胶，置入 1.5 mL EP管中并称重。随后

按 Omega E.Z.N.A.TM Gel Extraction Kit 说明书回收

DNA 片段：按凝胶重量加入适量的 Binding buffer
（XP2）并置于 55～60℃水浴；待凝胶完全溶化，将溶

液加到吸附柱，10 000 g离心1 min，弃滤出液；再加入

300 μL XP2 buffer，10 000 g离心 1 min，弃滤出液；加

入 700 μL SPW wash buffer，10 000 g离心 1 min，弃滤

出液，重复洗涤 1次；最后加入 40 μL预热（70℃）的

Elution buffer回收DNA。回收产物经1%琼脂糖凝胶

电泳鉴定，明确其浓度和片段大小（图1）。

M为DNA分子量标准（DL2000），上行数字分别代表KIT基因第9、11、
13、17外显子和PDGFRA基因第12、14、18外显子

图1 回收产物凝胶电泳检测

Figure 1 Gel electrophoresis of recovered production

1.2.4 测序和突变分析 合适的回收产物于北京六

合华大基因科技股份有限公司进行测序，如有突变，

则进行反向测序确认。

突变分析主要采用以下方法：BLAST（http：//
blast.ncbi.nlm.nih.gov）：通过测序结果与GeneBank数

据库参考序列的比对发现突变，适用于检测纯合性

突变。（表 2）为KIT基因外显子 9、11、13、17和 PDG⁃
FRA基因外显子 12、14、18的参考序列。CodonCode
Aligner（http：//www.codoncode.com/aligner/）：进行测序

图编辑、拼接以及突变分析等。 Indelligent v.1.2
（http：//ctap.inhs.uiuc.edu/dmitriev/indel.asp）：用于检

测杂合性缺失或插入。MutationSurveyor（http：//www.
softgenetics.com/mutationSurveyor.html）：能实现各种

突变类型高通量的检测。

1.3 统计学方法

使用SPSS 16.0软件包，卡方检验进行率的比较，

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 基因突变分析

所有病例共检出KIT基因突变34例（89.5%），其

中外显子11突变32例，占全部病例的84.2%以及KIT
突变病例的94.1%；外显子9突变2例，占全部病例的

5.3%以及KIT突变病例的 5.7%；未检出外显子 13或
17的突变。CD117阳性的病例有 3例未发生KIT突

变（7.9%）。另外还检出PDGFRA基因突变1例，突变

外显子

KIT 9

KIT 11

KIT 13

KIT 17

PDGFRA 12

PDGFRA 14

PDGFRA 18

F：上游引物；R：下游引物

引物

F

R

F

R

F

R

F

R

F

R

F

R

F

R

TCCTAGAGTAAGCCAGGGCTT

TGGTAGACAGAGCCTAAACATCC

CTGAGACAATAATTATTAAAAGGTGA

TTATGTGTACCCAAAAAGGTGACA

GCTTGACATCAGTTTGCCAG

AAAGGCAGCTTGGACACGGCTTTA

TACAAGTTAAAATGAATTTAAATGGT

AAGTTGAAACTAAAAATCCTTTGC

TCCAGTCACTGTGCTGCTTC

GCAAGGGAAAAGGGAGTCTT

GTAGCTCAGCTGGACTGATA

AATCCTCACTCCAGGTCAGT

ACCATGGATCAGCCAGTCTT

TGAAGGAGGATGAGCCTGACC

退火温度/℃

56

60

56

55

55

55

56

产物大小/bp

284

227

193

228

260

180

251

M 9 11 13 17 12 14 18

750bp-
500bp-
200bp-
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类型为D842V。具体突变类型（表3）。
第 11外显子是KIT基因最常见的突变位点，检

测到的突变形式主要有缺失突变、点突变和插入突

变（表4），其中30例为杂合性突变（30/32，93.8%），仅

有 2例是纯合性突变（6.2%），均为点突变（W557R和

L576P）。缺失突变是外显子 11最常见的突变类型，

共检测出 18例，占 56.3%，其次为点突变和插入突变

（包括重复突变），分别为 12 例（37.5%）和 2 例

（6.2%）。各种突变类型示例（图2）。另外，共有20例
（62.5%）突变发生在5端的“热点”区域，即第550～560
密码子附近，最常见的形式是第557和558密码子的

缺失（W557_K558del），共检测出 3例，占KIT 外显子

突变的 9.4%。同时，还在外显子 11的 3’端检测到 1
例天冬氨酸（D）和脯氨酸（P）的串联重复插入，发生

在小肠GIST。
第 9外显子突变仅见于 2例样本，均为编码第

502密码子丙氨酸（A）和 503密码子酪氨酸（Y）的串

联重复插入（图2D）。1例发生于小肠，1例发生于胰

腺，患者均为男性，生物学行为属高危险度。

在无KIT突变的病例中仅检出 1例 PDGFRA突

变，是第842密码子突变（D842V），发生在胃部GIST，
（图3）。

表2 基因参考序列

Table 2 Gene sequences
外显子

KIT 9

KIT 11

KIT 13

KIT 17

PDGFRA 12

PDGFRA 14

PDGFRA 18

参 考 序 列
atgctctgcttctgtactgccagtggatgtgcagacactaaactcatctgggccaccgtttggaaagctagtggttcagagttctatagattctagtgcattcaagcacaatggcacggttgaatgtaaggctta
caacgatgtgggcaagacttctgcctattttaactttgcatttaaaggtaacaacaaag
aaacccatgtatgaagtacagtggaaggttgttgaggagataaatggaaacaattatgtttacatagacccaacacaacttccttatgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggctgagttttg

cgagtgcccatttgacagaacgggaagccctcatgtctgaactcaaagtcctgagttaccttggtaatcacatgaatattgtgaatctacttggagcctgcaccattggag

tgtattcacagagacttggcagccagaaatatcctccttactcatggtcggatcacaaagatttgtgattttggtctagccagagacatcaagaatgattctaattatgtggttaaaggaaac

aaaccgaggtatgaaattcgctggagggtcattgaatcaatcagcccagatggacatgaatatatttatgtggacccgatgcagctgccttatgactcaagatgggagtttccaagagatggactagtgcttg

ccacggccagatccagtgaaaaacaagctctcatgtctgaactgaagataatgactcacctggggccacatttgaacattgtaaacttgctgggagcctgcaccaagtcag

tgtgtccaccgtgatctggctgctcgcaacgtcctcctggcacaaggaaaaattgtgaagatctgtgactttggcctggccagagacatcatgcatgattcgaactatgtgtcgaaaggcagt

表3 38例GISTs患者临床病理特征和突变类型

Table 3 Clinicopathologic characteristics and mutations in GISTs patients
编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

性别/年龄（岁）

女/46

男/51

男/75

女/54

女/62

男/63

女/47

男/60

女/39

女/63

男/50

男/57

女/29

女/48

男/52

男/66

女/66

女/54

女/62

女/31

部位

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

胃

小肠

小肠

小肠

直径

（cm）

<5

5

13

15

<5

>5

<5

>5

<5

>5

8

<5

>5

>5

>5

>5

>5

3

11

<5

核分裂数

（/50HPFs）

<5

<5

>10

>10

<5

>5

<5

<5

<5

>5

>5

<5

>10

>10

>5

>5

>5

<5

>5

<5

危险度

低

低

高

高

低

高

低

中

低

高

高

低

高

高

高

高

高

低

高

低

免疫组化

CD117

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

CD34

+

+

+

+

+

±

+

-

+

+

+

+

-

+

+

+

+

+

-

+

突变类型

KIT V559D

KIT W557G

KIT P551_V555delinsI

KIT V559D

KIT V560G

KIT V560D

PDGFRA D842V

KIT W557R

KIT W557_V559delinsF

KIT L576P

KIT W557_K558del

KIT M552_E554delinsI

Wild type

KIT L576P

KIT W557_K558del

KIT W557_V559delinsC

KIT V559G

KIT V569_L576del

KIT D572_P573dup

Wild type
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（续表3）

编号

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

性别/年龄（岁）

男/42

女/58

女/62

男/63

男/44

女/33

男/75

男/72

男/57

男/35

男/56

女/48

男/44

男/74

男/73

男/21

女/79

女/33

部位

小肠

小肠

小肠

小肠

小肠

小肠

小肠

小肠

小肠

腹膜后

腹膜后

盆腔

腹腔

腹腔

胰

卵巢

腹腔

盆腔

直径

（cm）

>5

<5

14

18

>5

<5

>5

>10

>5

>5

>5

<5

20

5

>5

8.5

15

12

核分裂数

（/50HPFs）

>5

<5

>10

>5

<5

<5

>5

>5

>5

>5

>5

<5

>10

<5

>5

>10

>10

>5

危险度

高

低

高

高

高

低

高

高

高

高

高

低

高

低

高

高

高

高

免疫组化

CD117

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

CD34

+

+

+

-

+

+

+

+

+

-

-

+

-

-

+

+

-

+

突变类型

KIT V569_L576del

KIT V569_L576del

KIT Y568_L576del

KIT V560D

KIT Y568_P577del

KIT V559_E561del

KIT K558NinsQ

KIT K550_K558del

KIT A502_Y503dup

KIT W557G

KIT W557_K558del

KIT W557_V559delinsC

KIT W557_D572delinsY

KIT D578del

KIT A502_Y503dup

Wild type

KIT W557R

KIT P551_V560delinsL

表4 38例KIT基因外显子11突变分布情况

Table 4 Mutations of KIT in exon 11
突变位点和类型

550 560

KPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKDVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQGKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KI------QWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVGEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVDEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVVEEINGNNY---------PYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVVEEINGNN----------PYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQ---VVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQC---VEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQY------------------PTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPY-HKWEFPRNRLSF

KPMYEVQRKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQF---VEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQPPYDHKWEFPRNRLSF

KPI----VQWKVVEEINGNNYVYIDPTQPPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQC---VEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKGVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWKVVEEINGNN-----------YDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWK----EINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KPMYEVQWNQVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

------------VVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

KL------------EEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSF

X ：点突变；---- ：缺失突变；XXX ：重复突变；XX ：插入突变

570 580 590
例数

6

2

2

1

1

2

3

1

1

3

1

1

1

2

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1
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图 2A KIT基因外显子 11点突变。第 557位的色氨酸（Trp，W）突变

为精氨酸（Arg，R）。左图为纯合性突变（TGG>AGG），右图为杂合性

突变（TGG>CGG）。

图2B KIT基因外显子11杂合性缺失突变。编码色氨酸（Trp，W）和

赖氨酸（Lys，K）的第557和558号密码子（TGG AAG）缺失。

图2C KIT基因外显子11插入突变。杂合性，3个核苷酸CCA插入到

第558位密码子中间，导致编码的赖氨酸（Lys，K）变成天冬酰胺（Asn，
N），并插入谷氨酰胺（Gln，Q）。

图2D KIT基因外显子9杂合性突变。编码丙氨酸（Ala，A）和酪氨酸

（Tyr，Y）的第502和503密码子（GCC TAT）串联重复插入。

图2 各KIT基因外显子突变类型

Figure 2 Mutations of KIT gene in different examinations

图3 PDGFRA基因外显子18杂合性突变。第842密码子点突变（GAC>
GTC）导致编码的氨基酸由天冬氨酸（Asp，D）变为缬氨酸（Val，V）。
Figure 3 Heterozygosity mutation of PDGFRA gene in exon 18

2.2 肿瘤原发部位与基因突变的关系

本研究共包含 38 例样本，原发于胃 17 例

（44.7%），小肠 12例（31.6%），胃肠外 9例（23.7%）。

肿瘤部位与KIT基因突变率以及第11外显子突变形式

的关系（表5）。可以看出，KIT基因突变不同部位的差异

无统计学意义（P>0.05），而KIT基因外显子11的突变形

式在不同原发部位间存在差异（χ2=6.903，P=0.032）。

随后进行两两比较，发现胃与小肠GISTs在外显子11突
变类型上的差异具有统计学意义（χ2=6.250，P=0.012），

而两者与EGISTs相比均无显著性差异。

表5 不同原发部位KIT基因突变率以及外显子11突变形式

的比较

Table 5 Comparison of mutations in KIT genes exon 11 between differ⁃
ent primary sites

3 讨论

GISTs是最常见的胃肠道间叶源性肿瘤，以高表

达CD117或部分表达CD34为特征，KIT和 PDGFRA
基因功能获得性突变是其发生的重要机制。KIT基

因定位于人染色体4q12，属于原癌基因，编码一个Ⅲ

型酪氨酸蛋白激酶跨膜受体，包含膜外区、跨膜区、

近膜区和酪氨酸激酶结构域4部分。在正常情况下，

KIT受体在配体SCF的激活下使底物蛋白磷酸化，触

发下游蛋白分子级联反应，从而参与细胞重要生理

活动的调控如增殖、凋亡等［2］。KIT基因突变使KIT
受体在无配体结合的情况下仍能持续激活，从而导

致肿瘤的发生。

文献报道大部分GISTs都存在KIT基因突变，突

变率为40%～90%［3］，且KIT的突变存在“热点区域”，

最常发生于外显子 11，尤其是第 550～560密码子和

第570～580密码子［4］。本研究在38个样本中共检测

出 35个突变，其中KIT基因突变率为 89.5%，检测到

的外显子11突变全部发生在上述两个区域。外显子

9的突变比较少见，常见的形式是第 502和 503密码

子的6个核苷酸串联重复插入，研究显示多发生在小

肠GISTs，侵袭性通常较高。本组中的 2例外显子 9
突变均为这种形式［5-6］，可能由于样本量较少，并未检

测到其他外显子的突变。

PDGFRA基因与KIT基因突变互相独立，不同时

发生。大样本研究显示PDGFRA基因的突变率约为

部位

胃

小肠

胃肠外

（）内为％

KIT突变率

15/17（88.2）

11/12（91.2）

8/9（88.9）

P

>0.05

外显子11突变形式

点突变

9

1

2

缺失或插入

6

9

5

P

0.032
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7.2%［7-8］，大多发生在CD117阴性的GISTs中。本研

究样本全部高表达CD117，因而只检测到 1例 PDG⁃
FRA基因突变（2.6%），突变类型为D842V，其可能与

酪氨酸激酶抑制剂的原发耐药有关［9］。GISTs的突变

多为杂合性，纯合性突变少见，突变的形式常有点突

变、框内片段缺失或插入。本研究仅检测出2例纯合

性突变，占全部突变病例的 5.7%。同时还发现，有 2
例发生相同突变（W557R）的样本，其中1例为杂合性

突变，发生在低危险度的胃部GIST，另 1例为纯合性

突变，为高危险度的 EGIST。Wallander等［10］认为突

变的杂合性与GISTs的临床病理特征如肿瘤部位、大

小等无关，但纯合性突变可能与肿瘤的转移有关。

分析肿瘤原发部位与KIT基因突变率以及第11外显

子突变形式的关系中，发现胃部与小肠GISTs在第11
外显子突变形式上存在差异，而两者在这方面与

EGISTs均无明显差别，同时还发现KIT基因的突变率

与部位无关。与Du等［11］的研究结论正好相反，原因

可能在于本研究所选取的病例均为CD117阳性且病

例数相对较少，今后研究中还需要更大的样本量来

验证。

总之，越来越多的研究发现GIST患者的基因突

变类型与临床用药及预后有很大的相关性。因此，

GIST患者的基因突变检测可作为GIST患者预后判断

的有效指标之一，从基因水平上研究疾病、判断预

后、指导用药将具有重要意义，而关于基因突变的类

型和位置与肿瘤良恶性行为之间的关系有待进一步

研究证实。
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