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Abstract
AIM: To detect platelet-derived growth factor 
receptor α (PDGFRα) and C-kit gene mutations 
and protein expression, and to discuss the 
relationship between the two genes. In addition, 
to discuss the important role of the PDGFRα 
mutation in the tumorigenesis of gastrointestinal 
stromal tumors (GISTs).

METHODS: PDGFRα and C-kit gene mutations 
and protein expression in 52 cases of GIST were 
detected by polymerase chain reaction single-
strand conformation polymorphism, immuno-
histochemistry and Western blotting�.

RESULTS: PDGFRα gene mutations were de-
tected in five cases (9.6%) among the 52 GISTs. 
Most had spindle histology and were of gastric 

origin. The C-kit mutation was found in 28 cases 
(53.8%). Most were small intestinal origin; tu-
mors with C-kit mutation were not examined for 
PDGFRα mutation. The rate of PDGFRα protein 
expression was 100%. In five cases of GIST with 
PDGFRα gene mutations, the corresponding 
protein expression was higher than that in cases 
with C-kit gene mutations, or in normal GI tis-
sues and schwannomas. The rate of C-kit protein 
expression was 94.2% (49/52). Mutations were 
unrelated to C-kit protein expression (P = 0.5332). 
The presence of mutations correlated with 
PDGFRα protein expression (P < 0.0001).

CONCLUSION: Our results suggest that 
PDGFRα and C-kit mutations play an important 
role in the tumorigenesis of GIST. The location 
of mutations is associated with the site of origin 
and histological phenotype. Protein expression 
will not always be associated with a correspond-
ing gene mutation and is only a diagnostic aid.

Key Words: Gastrointestinal stromal tumor; Plate-
let-derived growth factor receptor α gene; Proto-
oncogene C-kit; Gene mutation; Western blotting; 
Single strand conformation polymorphism
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摘要
目的: 检测胃肠道间质瘤(GIST)中PDGFRα和
C-kit基因突变及其蛋白表达的关系及在肿瘤
形成中的作用. 

方法:  采用单链象多态性聚合酶链式反应
(PCR-SSCP), 免疫组化和蛋白印迹(Western 
blot)方法, 检测GIST 52例中PDGFRα和C-kit
基因突变及蛋白表达情况. 

结果: GIST 52例中PDGFRα基因突变5例
(9.6%), 多见于梭形细胞型的胃源性G I S T, 
C-kit基因突变28例(53.8%), 多发生于小肠, 并

®

■背景资料
2003年有学者在
C - k i t 突 变 阴 性
的 G I S T 中 检 测
到PDGFRα的表
达 及 突 变 ,  由 于
PDGFRα与C-kit
的 相 似 之 处 使
得 对 于 G I S T 中
PDGFRα的相关
研究成为热点.
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且这两种基因突变互相独立; PDGFRα蛋白
表达率100%, C-kit蛋白的表达率为94.2%, 突
变的5例GIST PDGFRα强于C-kit突变的GIST, 
正常胃肠道组织和神经鞘瘤; 突变与C-k i t蛋
白表达之间没有显著相关性(P  = 0.5332), 而
突变与PDGFRα蛋白表达之间呈显著相关性
(P <0.0001).

结论: GIST中PDGFRα和C-k i t突变在部分
G I S T肿瘤发生过程中发挥了重要作用; 突
变位点与起源部位和组织学类型有关; 大多
GIST中蛋白表达与其基因突变关系密切.

关键词: 胃肠道间质瘤; 血小板源性生长因子受体

α; C-kit; 基因突变; 蛋白印迹; 单链构象多态性
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0  引言

胃肠道间质瘤(G I S T)是胃肠道最常见的间质

肿瘤, 是完全不同于平滑肌瘤、平滑肌肉瘤、

神经鞘瘤和其他间叶源性肿瘤的实体[1], GIST
以C-k i t的免疫组化表达为其典型特征. 1998年
Hirota et al [2]首次报道在GIST中不仅可特异性

的高表达C-kit蛋白, 还存在C-kit基因的功能获

得性突变. 最近的研究发现在少部分GIST中, 
还存在血小板衍生生长因子受体α(PDGFRα)
基因的突变, 并发现大多数GIST中都能检测到

PDGFRα在转录水平的表达[3-4]. PDGFRα为一种

单链跨膜糖蛋白, 与C-k i t同属Ⅲ型酪氨酸蛋白

激酶家族. 关于PDGFRα在GIST中的表达情况

研究较少, 并且GIST中PDGFRα和C-kit突变及

与蛋白表达的关系仍不清楚. 为此, 我们对1组
GIST进行PDGFRα和C-kit突变和蛋白的检测, 
分析两者的关系, 探讨他们在GIST中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 2002-2004年资料完整、诊断明确的

GIST新鲜肿瘤标本52例. 男27例, 女25例; 发病

年龄23-78(中位50.5)岁; 胃间质瘤34例, 肠间质

瘤16例, 肠系膜间质瘤2例; 按照肿瘤最大径可

分为0-5.0 cm组26例, 5.0-10 cm组19例, ≥10 cm 
7例; 梭形细胞型37例, 上皮细胞型5例, 混合型

10例. 均经手术切除治疗, 所有患者术前均未接

受化疗和放疗. 同时收集神经鞘瘤、平滑肌瘤

各3例作为阴性对照.

1.2 方法 
1.2.1 银染PCR-SSCP GIST组织用蛋白酶K-酚-
氯仿法抽提基因组DNA进行PCR. 引物序列、

大小和退火温度见文献(插入的)[5]. 取PCR产物

10 mL与950 g/L甲酰胺变性缓冲液10 mL和石蜡

油30 mL混合后变性, 冷却后将水相全部上样于

PAGE胶电泳至指示剂二甲苯青到达胶底部. 凝
胶经固定、银染、显影后观察并照相. 与正常

对照相比, 凡SSCP条带有单链条带泳动变位、

缺失或多带提示该标本中存在突变. PCR产物50 
mL经胶回收纯化后直接测序(上海英骏生物技

术有限公司).
1.2.2 免疫组化 石蜡切片进行Envision二步法免

疫组化染色. 兔抗人PDGFRa和C-kit多克隆抗

体(1∶200, Santa Cruz公司; 1∶100, Dako公司),  
Envision试剂盒(Dako公司). 每次实验设立阳性

和阴性对照. 结果判定: 在组织结构良好和清晰

的背景下, 阳性信号为定位于肿瘤细胞质和细

胞膜上清晰的黄色或棕黄色、棕褐色颗粒状着

色. <10%为阴性, 10%-50%为弱阳性, ≥80%为

强阳性.
1.2.3 Wes tern blot印迹 裂解抽提组织总蛋白, 
BCA法蛋白定量. 以各泳道50 mg的蛋白样品

电泳并转膜 .  兔抗人P D G F R a一抗和羊抗人

GAPDH一抗(1∶500, Santa Cruz公司)孵育过夜

后加入二抗, 洗膜后进行ECL(Santa Cruz公司)化
学发光, X光片曝光并显影, 定影, 分析结果.

统计学处理 应用CMH(cochran-mante l-
haenszel )χ2检验进行统计学分析.

2  结果

2.1  P C R-S S C P检测结果  所有检测标本的

PDGFRα exon18, exon12和C-kit exon11, exon9
的PCR产物在15 g/L琼脂糖凝胶电泳中均显示

为一条带, 长度分别为212, 233, 223和310 bp. 
在GIST 52例中共检测出PDGFRα基因突变5
例(9.6%), exon18和exon12分别为4例(7.7%)和
1例(1.9%). C-kit基因突变28例(53.8%), exon11 
(46.2%)和exon9(7.7%)分别为24例和4例. 19例
GIST、平滑肌瘤、神经鞘瘤和正常胃肠道组织

中未检测到C-kit和PDGFRα基因突变.
2.2 测序结果 5例PDGFRα突变经测序分析, 4例
exon18突变, 2例为843位点突变异亮氨酸变为丝

氨酸(I843S, ATC-TCC); 1例为839位点突变亮氨

酸变为脯氨酸(L839P, CTG→CCG); 1例为点突

变和插入突变共存, 点突变为851位, 插入突变

■研发前沿
回顾国内外GIST
的相关研究, 目前
亟待研究解决的
问题有: (1)GIST
中PDGFRα表达
量的高低和突变
类 型 与 各 病 理
临床指标的相关
性 方 面 无 明 确
资料; (2)GIST中
PDGFRα和C-kit
突变和蛋白表达
的关系尚不明了; 
(3)GIST的生物学
行为难以预测.

■相关报道
Hirota et al发现大
多数GIST中都能
检测到PDGFRα
在 转 录 水 平 的
表 达 .  并 且 在 无
C-kit 突变的GIST
中PDGFRα的表
达 水 平 要 比 有
C-kit 突变的GIST
中PDGFRα的表
达 水 平 强 ,  但 也
可能会在无C-kit
突 变 的 G I S T 中
PDGFRα的表达
水平较弱. 他们之
间的关系还需进
一步研究.
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为833和834位之间插入一个碱基G, 1例exon12
突变, 585位R删除突变AGA→TGA终止密码

子. C-kit exon11检测了10例, 突变均在密码子

556-586之间, 其中仅点突变7例, 删除突变或删

除突变和点突变都有的2例, 插入突变、删除突

变和点突变都有的1例.
2.3 突变、部位和类型 5例PDGFRα突变阳性

的GIST中C-k i t突变均为阴性, 28例C-k i t突变

阳性的GIST中PDGFRα突变均为阴性, 19例
GIST中PDGFRα突变和C-kit突变均为阴性. 5例
PDGFRα基因突变的肿瘤均为胃源性GIST; 其
中梭形细胞型4例, 混合细胞型1例. C-k i t突变

的肿瘤胃源性17例, 肠源性11例, 其中4例C-k i t 
exon9突变的肿瘤均为肠源性; 梭形细胞型21例, 
上皮细胞型2例, 混合细胞型4例.
2.4 免疫组化 P D G F R α蛋白的表达率100%, 
GIST 52例, 平滑肌瘤、神经鞘瘤和正常胃肠

道组织都表达PDGFRα, 但表达强弱不同. 存在

PDGFRα基因突变的5例GIST呈强阳性表达, 无
PDGFRα基因突变的47例GIST、平滑肌瘤、神

经鞘瘤和正常胃肠道组织呈弱阳性表达. C-k i t
蛋白的表达率为94.2%, 但在平滑肌瘤和神经

鞘瘤中不表达. 在PDGFRα基因突变的GIST 5
例中C-kit蛋白强阳性表达4例, 阴性表达1例(图
1A-B); 在C-kit基因突变的GIST 28例中C-kit蛋
白强阳性表达24例(图1C-D), 弱阳性表达2例, 阴
性表达2例. 突变与C-kit蛋白表达之间没有显著

相关性(P = 0.5332), 而突变与PDGFRα蛋白表达

之间呈显著相关性(P <0.0001, 表1).
2.5 Western blot PDGFRα蛋白普遍表达在各种

组织中, 但表达水平高低不等, 5例PDGFRα突变

的GIST均强于C-kit突变的GIST, 正常胃肠道组

织和神经鞘瘤; C-kit突变的GIST, 其PDGFRα的

表达水平强弱不等, 但均弱于PDGFRα突变的

GIST(图2A). C-kit蛋白在C-kit突变的GIST中大

多高表达, 但有2例C-kit突变的GIST却没有C-kit
蛋白的表达; 5例PDGFRα突变的GIST中C-kit蛋
白表达阴性或弱阳性(图2B).

3  讨论

PDGFRα基因定位与C-kit极为相近, 均位于人

类4q12-13, 他的产物: PDGFRα为一种单链跨膜

图  1  间质瘤. A-B: 例17, 胃PDGFRα 

exon18的I843S(ATC→TCC)点突变; C-D: 

例2, 直肠C-kit exon11的E561K(GAG→

AAG), N567I(AAT→ATT), I571L(ATA→

CTA)的点突变; A, C: HE; B, D: C-kit.

A B

C D

■创新盘点
关于PDGFRα在
GIST中的表达情
况研究较少, 并且
GIST中PDGFRα
和C-kit 突变及与
蛋白表达的关系
仍不清楚.

34       25      11        4       2        8

PDGFRα

GAPDH

kDa
185

37

A

11          2          23         22        17

C-kit

GAPDH

kDa
145

37

B

图  2  蛋白表达的Western blot结果. A: PDGFRα, 2, 4, 11: 

C-kit exon11突变; 34: PDGFRα exon18突变; 25: PDGFRα 

exon12突变; 8: 神经鞘瘤; B: C-kit, 2, 11, 22, 23: C-kit 

exon11突变; 17: PDGFRα exon18突变.
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糖蛋白, 分子质量185 kDa, 与C-kit同属Ⅲ型酪

氨酸蛋白激酶家族, 且结构相似. 当PDGFRα与

配体PDGF结合后可激发酪氨酸残基磷酸化, 从
而调节细胞的生长、增殖、黏附、转移、分化

和凋亡[6]. 现在, 大多研究认为, 受体酪氨酸激

酶C-k i t的激活突变是大多数GIST发生、发展

的重要分子事件[7]. 最近, 在少数病例中又发现

存在PDGFRα功能获得性突变[3-4], 其突变方式

与C-kit突变相似, 集中在近膜区和激酶区. 提示

PDGFRα突变可能是产生GIST的另一个原因, 
尤其是在C-kit突变阴性的GIST肿瘤形成过程中

起重要作用.
PDGFRα的突变类型多样, 有功能获得性突

变, 也有非功能性突变, 不仅在肿瘤组织中, 在
正常组织中也可发生. Corless et al [8]研究并总

结了1105例GIST的突变类型, 其中最多见的是

exon18 D842V(约占62.6%); 其次为exon18 Del 
DIMH842-845和exon12 V561D(共占14.9%). 本
组5例PDGFRα突变中2例为exon18的843位点

突变, 由Ile→Ser; 1例exon12的585位删除突变, 
文献中未报道过这两种类型, 其余均不在突变

热点位置. 这可能与人种有关. 本组这5例突变

是否为功能获得性突变, 现在还不清楚, 需体

外的PDGFRα功能分析加以证实. 本组C-kit突
变类型和情况与文献[9-10]报道基本一致, 检测

的10例exon11突变均在密码子556-586之间. 目
前, STI571是不能手术的GIST患者的一线治疗

药物, 他选择性抑制原癌基因abl, Abl-Bcr, C-kit
和PDGF受体酪氨酸激酶, 从而阻断信号的传导, 
达到治疗的目的[11]. 研究发现检测突变位点对

预测药物疗效可能是有用的[1], 如C-kit exon11
和PDGFRα exon12突变的GIST比C-kit exon9和
PDGFRα exon18对STI571的疗效好. 另外疗效

与突变类型也有关, 如Debiec-Rychter et al [12]和

Weisberg et al [13]发现PDGFRα-D842V突变体对

STI571产生耐药性, 由此引出PKC412等新药的

研究. 
众多研究发现 ,  C-k i t基因外显子突变率

达40%-90%, 其中exon11的突变率最高, 本组

前期研究的C-k i t exon11的突变率为40.4%[14]; 
PDGFRα主要有2个外显子突变, 突变率exon18 
(5.6%), exon12(1.5%); 剩下约12%的GIST没有

这两种突变[15]. 在本组的GIST中C-kit exon11, 9
的突变率分别为46.2%和7.7%; PDGFRα的突

变率9.6%, 其中exon18(7.7%)和 exon12(1.9%); 
剩下19例(36.5%)的G I S T未检测到这两种突

变. 说明这两种基因突变是GIST发生的重要分

子机制, 但不是唯一的机制, 还存在其他机制. 
Miettinen et al [16]和Andersson et al [17]报道, 儿童、

青少年和伴有神经纤维瘤Ⅰ型(N F1)的G I S T
中未检测到C-kit exon9, 11, 13, 17和PDGFRα 
exon12, 18突变, 说明有不同的发病机制. 但是, 
关于这些GIST发病机制的更进一步研究还没有

进行. 另外, 突变率的不同, 可能有2种原因, 一
个是用于DNA抽提的组织不同, 另一个是研究

方法不同.
我们发现, G IST有PDGFRα突变就没有

C-k i t突变, 与大多数研究结果相符[18]. Wasag  
et al [19]发现, PDGFRα的突变大多发生于胃, 且
病理形态以上皮及混合型细胞为多; 而C-k i t突
变多发生于小肠, 病理形态以梭形细胞为主. 并
且, 黏液上皮样GIST大多有PDGFRα的突变[20]. 
本组5例PDGFRα突变的肿瘤均为胃源性, 但在

上皮细胞型GIST中未检测到PDGFRα突变, 这
与国外文献不太相符, 可能与人种有关, 因为

有关华人GIST的研究报道中, 上皮细胞型GIST
均较少见 [21]. 相比更普通的C-k i t原癌基因突

变的GIST, 在PDGFRα突变的GIST中, 致瘤机

制由PDGFRα代替C-kit, 因此C-kit表达减少而

PDGFRα表达是增加的. 本组PDGFRα免疫组

化结果提示其不是一种GIST特异性标记物, 但
表达强度与PDGFRα基因突变相关(P <0.0001).  
Pauls et al [22]发现, 正常情况下PDGFRα表达在肌

间神经从和施沃恩细胞的神经结体上, 但不表

达在间质的卡哈尔细胞上, 当PDGFRα突变时其

蛋白就会在间质表达. 另外, 与抗体特异性较差

■应用要点
本 文 提 示 P D G -
FRα和C-kit蛋白
的表达并不能完
全 代 表 基 因 突
变, 只能作为诊断
GIST的辅助手段. 
这些问题的深入
探讨必将为GIST
在今后临床病理
诊断及靶向治疗
提供重要的科学
依据.

表  1  突变和蛋白表达的关系

      
                                                                             C-kit	                                                                        PDGFRα

                                    强阳性     弱阳性     阴性	    c2                     P 	     强阳性	   弱阳性	            c2	                     P

C-kit 	          28       24            2            2           0.3882          0.5332           0           28           32.0000          <0.0001

PDGFRα	            5         4            0            1		                           5	        0

合计	          33       28            2            3		                           5	      28

突变                      n
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也有关, 目前众多学者[23]还没有找到有意义和

可重复的商业化抗体, 因此, PDGFRα抗体仍未

应用于临床. 本组病例C-k i t蛋白免疫组化及突

变与蛋白表达的关系(P = 0.5332)显示与以往文

献[2,24]报道一致, 即C-kit基因突变一般不影响

其蛋白产物的表达. 进一步分析2例无C-kit蛋白

表达的GIST, 均发现有C-kit基因突变, 但突变方

式未检测. 原因可从2个方面解释: (1)用免疫组

化所检测的C-kit蛋白包括野生型和突变型; (2) 
C-kit基因突变会引起他的生物学功能发生改变, 
但此时不影响他在免疫组化中的染色[25]. 进一步

用免疫印迹发现这2例C-k i t蛋白表达仍为阴性, 
其生物学基础还不清楚, 有学者认为, 可能是突

变片段太大导致的蛋白失表达[26]. 另外可能也有

技术的原因.
本组蛋白表达的半定量分析结果与H irota 

et al [4], Sokurai et al [20]和Kang et al [27]的文献报道

相似, 这说明蛋白表达与相应基因的突变联系

密切, 即PDGFRα的突变与PDGFRα的活性表

达水平直接相关, 激活蛋白的不同表达水平也

在Ⅲ型受体酪氨酸激酶家族的下游起重要作

用, 这样我们可以根据蛋白表达水平预测突变

情况来指导临床用药. 另外, 本组还发现, 有时

基因突变和蛋白表达是不同步的, 在PDGFRα

突变的GIST中C-kit蛋白也表达, 在2例C-kit突变

的GIST中却没有C-kit蛋白的表达. 这与有些学 
者[6]的发现相符, 即虽然两种基因突变相对独立

发生, 他们的蛋白表达与基因突变关系密切, 但
他们的蛋白表达有时是相互重叠的. 所以蛋白

的表达并不能完全代表基因突变, 只能作为诊

断GIST的辅助手段.
总之 ,  P D G F R α基因突变率为9 .6%, 多

见于梭形细胞型的胃源性GIST, 并且GIST中
PDGFRα和C-kit突变是相互独立的. 大多GIST
中PDGFRα的蛋白表达与其基因突变关系密切, 
但是存在PDGFRα突变的肿瘤PDGFRα和C-kit
蛋白大多同时表达. 所以蛋白的表达并不能完全

代表基因突变, 只能作为诊断GIST的辅助手段. 
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省科学技术厅 2007-01-30) 2007-01-30)2007-01-30)


