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代表中国临床肿瘤学会（ＣＳＣＯ）肿瘤标志物专家委员会

　　原发性肺癌（简称肺癌）是我国最常见的恶性
肿瘤之一。 根据世界卫生组织 （ＷＨＯ ） 癌症
Ｇｌｏｂｏｃａｎ 数据库， ２０１２ 年我国新发肺癌患者达
６５．２８万，居所有恶性肿瘤之首［１］ ，约占全球 １／３，其
中 ８０％以上的患者为非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ）。 近十多年来，随着分子医学的进展和
靶向药物的不断涌现，非小细胞肺癌的治疗已由化
疗为主进入到个体化分子靶向“精准”治疗的时代。
目前临床应用的个体化分子靶向治疗主要针对表皮

生长因子 （ＥＧＦＲ）突变型和间变性淋巴瘤激酶
（ＡＬＫ）融合基因型肺癌，这两种基因变异型肺癌均
具有明确的分子靶点、靶点检测技术及上市的靶向
药物，临床疗效得到明显提高。 其他基因变异型肺
癌的靶 向药 物和伴 随分 子 诊 断 （ ｃｏｍｐａｎｉｏｎ
ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）技术正在不断研发中。
肺癌中 ＡＬＫ变异主要为 ＡＬＫ 基因与其他基因

发生断裂重排。 其中，棘皮动物微管结合样蛋白 ４
（ＥＭＬ４）－ＡＬＫ 融合基因变异是其主要类型，除了
ＥＭＬ４外，肺癌中与 ＡＬＫ 基因融合的其他基因还包
括 ＴＦＧ和 ＫＩＦ５Ｂ等［２－４］ 。 国内外大量的研究数据显

示，发生 ＡＬＫ 重排的非小细胞肺癌患者占 ３％ ～
７％［４－６］ 。

目前，在中国获批的针对 ＡＬＫ靶点的小分子抑
制剂为克唑替尼（ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ），针对 ＡＬＫ靶点的其他
小分子抑制剂如赛瑞替尼（ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ）已被美国食品
和药品管理局（ＦＤＡ）批准用于克唑替尼治疗失败
后的患者［７］ 。 在我国，相关适应证目前还处在临床
试验阶段。 克唑替尼是一种 ＡＴＰ 竞争性酪氨酸激
酶抑制剂，既可特异性靶向抑制 ＡＬＫ，也可抑制
ｃ－ＭＥＴ和 ＲＯＳ１ 等信号通路。 临床试验显示对于
ＡＬＫ阳性的晚期非小细胞肺癌患者，克唑替尼的疗
效显著优于传统化疗，一线单药治疗患者的中位无
进展生存期 （ ＰＦＳ） 为 １０．９ 个月，有效率高达
７４％［８］ ，二线单药治疗患者的中位 ＰＦＳ为７．７个月，
有效率达到 ６５．３％［９］ 。 ２０１４年 ９月《新英格兰医学
杂志》发表了克唑替尼在 ＲＯＳ１ 阳性晚期非小细胞
肺癌患者 １期扩展临床研究结果，在该研究中，克唑
替尼在 ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌总体缓解率达到
７２％。 中位缓解持续时间为 １７．６个月，中位 ＰＦＳ为
１９．２ 个月，且 ＲＯＳ１ 融合基因的种类不影响疗
效［１０］ 。
目前针对 ＡＬＫ 融合基因检测的常用方法有

３ 种：荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）、即时荧光定量 ＰＣＲ 技
术（ＲＴ－ＰＣＲ）和免疫组织化学法（ ＩＨＣ）。 上述 ３ 种
方法各有其优缺点。 ＦＩＳＨ价格昂贵，操作规范要求
较高，且不能区分 ＡＬＫ 融合类型（ ｆｕｓｉｏｎ ｖａｒｉａｎｔｓ）；
ＲＴ－ＰＣＲ对标本质量要求较高，需专用的试剂盒进行
检测；ＩＨＣ简便易行，但阳性标准不统一。 ＡＬＫ阳性
非小细胞肺癌虽仅占全部非小细胞肺癌的 ３％ ～
７％， 但 是 每 年 新 发 病 例 数 在 中 国 仍 接 近
３５ ０００例［１１］ 。 因此，如何准确和规范地诊断和治疗
ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌便成了临床上的当务之急。
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中国临床肿瘤学会 （ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，ＣＳＣＯ）肿瘤标志物专家委员会于 ２０１３ 年
组织诊断和治疗领域专家制定了中国 ＡＬＫ 阳性非
小细胞肺癌的诊断专家共识（２０１３ 版）［１２］ 。 基于近
年来新出现的大量研究和循证医学证据，肿瘤标志
物专家委员会决定对 ２０１３版专家共识进行更新，并
将共识升级为指南及补充治疗指南。
一、ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌的定义
２００７年 Ｓｏｄａ 等［２］和 Ｒｉｋｏｖａ 等［１３］分别发现肺

癌中存在 ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合基因变异现象，且该基因
变异具有致癌性，明确了 ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合基因是肺
癌的驱动基因之一。 ２００９ 年 Ｓｈａｗ 等［１４］将 ＡＬＫ 基
因重排阳性的肺癌列为非小细胞肺癌的一个特定分

子亚型。 根据已有的研究结果，ＣＳＣＯ 肿瘤标志物
专家委员会讨论认为，从检测方法学角度考虑，ＡＬＫ
融合型非小细胞肺癌不仅是基因序列层面的改变即

序列重排，ＡＬＫ融合蛋白也是该类疾病中的重要变
异，因此将此类疾病统称为“ＡＬＫ 阳性非小细胞肺
癌”。 检测方法具体包括 ＡＬＫ基因 ＦＩＳＨ检测、ＡＬＫ
融合变异 ＲＴ－ＰＣＲ 检测或 ＡＬＫ 融合蛋白 ＩＨＣ 检测
阳性的肺癌。 该类肺癌是非小细胞肺癌的一个分子
亚型，常见于腺癌，其患者通常可从 ＡＬＫ 酪氨酸激
酶抑制剂（ＴＫＩ）治疗中获益。
二、ＡＬＫ检测适宜人群
ＣＳＣＯ肿瘤标志物专家委员会讨论了肺癌中

ＡＬＫ检测的适宜人群、标本条件及与其他分子标志
物分析的关系，做出以下推荐或建议。

１．晚期非小细胞肺癌患者使用 ＡＬＫ ＴＫＩ 治疗
前必须检测 ＡＬＫ 融合变异状态。 推荐所有含腺癌
成分的非小细胞肺癌患者在诊断时常规进行 ＡＬＫ
融合基因或融合蛋白检测（１类） （证据级别定义请见
文章末注释）。

２．对于小活检标本或者不吸烟的鳞状细胞癌患
者也建议进行 ＡＬＫ检测（１类） 。

３．检测前应有送检标本的质控，包括亚型确认
和标本量确认。 送检标本类型包括手术标本、活检
组织标本、胸水等细胞学标本。 由于部分活检组织
标本临床取材小标本的局限性，有时无法保证肺腺
癌的准确诊断，应考虑对不能判断组织学类型的肺
癌也进行 ＡＬＫ检测（１类） 。

４．对于送检标本 ＡＬＫ 融合和 ＥＧＦＲ 突变双阴
性的患者，美国国家综合癌症网络（ＮＣＣＮ）指南推
荐进一步检测 ＲＯＳ１ 的重排，考虑到小活检标本的
有限性，关于 ＲＯＳ１ 的检测，在患者的允许下，推荐

ＲＯＳ１、ＡＬＫ 和 ＥＧＦＲ 同时检测（２Ａ类） 。 目前关于
ＲＯＳ１检测方法还没有完全统一，建议有条件的实
验室先进行 ＡＬＫ／ＲＯＳ１ 的 ＩＨＣ 检测，ＲＯＳ１ 检测结
果阳性的患者，进一步使用 ＦＩＳＨ 或者 ＲＴ－ＰＣＲ
确诊。

５．为了避免标本浪费和节约检测时间，对于晚
期非小细胞肺癌活检标本，建议一次性切出需要诊
断组织类型和 ＡＬＫ／ＥＧＦＲ检测的标本量，避免重复
切片浪费标本（２Ａ类） 。

６．有研究表明，在我国年龄是 ＡＬＫ阳性非小细
胞肺癌一项显著的独立预测因子，在年轻非小细胞
肺癌患者中，发生 ＡＬＫ 融合的概率显著高于发生
ＥＧＦＲ突变的概率［１５］ ，在年龄小于 ５１ 岁的患者中，
发生 ＡＬＫ重排的概率高达 １８．５％［１５］ 。 因此对于样
本量有限、可能不能满足同时检测 ＡＬＫ／ＥＧＦＲ检测
的样本，对年轻的患者，建议优先检测 ＡＬＫ 融合状
态（２Ｂ类） 。
三、ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌的检测
目前，我国国家食品药品监督管理总局

（ＣＦＤＡ）批准的诊断 ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌的诊断
试剂盒有雅培贸易（上海）有限公司的 ＡＬＫ 基因重
组检测试剂盒（ＦＩＳＨ 法）、罗氏诊断产品（上海）有
限公司的 Ｖｅｎｔａｎａ 抗 ＡＬＫ 抗体诊断试剂盒（ ＩＨＣ
法）和厦门艾德生物医药科技有限公司的 ＥＭＬ４－
ＡＬＫ融合基因检测试剂盒（ＲＴ－ＰＣＲ法）。 对于 ＡＬＫ
阳性非小细胞肺癌的诊断，推荐使用 ＣＦＤＡ 批准的
诊断试剂和方法进行诊断（１类） 。
具体使用何种方法，检测实验室应根据组织标

本类型选择合适的检测技术。 当怀疑一种技术的可
靠性时（如 ＦＩＳＨ 的肿瘤细胞融合率接近 １５％时），
可以考虑采用另一种技术加以验证。 其他检测手段
如常规 ＩＨＣ技术可以作为 ＡＬＫ融合基因的初筛手
段，对于初筛结果 ＡＬＫ 阳性的患者建议使用上述
３ 种批准的检测方法之一进行确诊。

１．ＦＩＳＨ：在针对 ＡＬＫ 阳性的非小细胞肺癌的
临床试验中，大部分研究检测 ＡＬＫ 融合均是基于
ＦＩＳＨ的诊断，因此，ＦＩＳＨ检测目前仍是诊断 ＡＬＫ融
合基因的经典方法。 ２０１４ 年 １０ 月 ＣＦＤＡ 批准雅培
ＦＩＳＨ分离探针试剂盒（Ｖｙｓｉｓ ＡＬＫ Ｂｒｅａｋ Ａｐａｒｔ ＦＩＳＨ
Ｐｒｏｂｅ Ｋｉｔ）用于诊断 ＡＬＫ融合基因。 该试剂盒设计
的两种探针分别标记 ＡＬＫ 基因的两端，３００ ｋｂ 的
３′端和 ４４２ ｋｂ 的 ５′端分别标记为橘红色和绿色。
在无 ＡＬＫ融合基因表达的肿瘤细胞中，橘红色和绿
色重叠为黄色或者相互黏合（两个信号之间的间隔
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小于两个信号的直径）；而在存在 ＡＬＫ 融合基因表
达的肿瘤细胞中，橘红色和绿色信号相互分离（间
隔≥２ 个信号直径）或绿色信号缺失。 标本 ＦＩＳＨ阳
性结果的判定标准为单个视野中的 ５０ 个肺癌细胞
中至少有 ２５个存在分离信号或绿色信号缺失，或者
两个不同视野中的 １００ 个肺癌细胞中至少有 １５ 个
存在分离信号或绿色信号缺失。 详细的 ＦＩＳＨ 阳性
判读标准可参见雅培 ＡＬＫ分离 ＦＩＳＨ探针试剂盒说
明书。 ＡＬＫ ＦＩＳＨ技术适用的组织样本类型：４％中
性甲醛固定后石蜡包埋标本，采用防脱落技术处理
的玻片装载切片，厚度３ ～５ μｍ。 ＦＩＳＨ检测 ＡＬＫ融
合也存在不足之处。 首先，ＦＩＳＨ检测对于操作和判
读技术要求较高，诊断医师必须经过严格的 ＦＩＳＨ
操作和结果判读培训。 只有经 ＦＩＳＨ 操作经验丰富
的医师判定的结果才具有可靠性。 其次，晚期非小
细胞肺癌患者通常只能提供 ２ ｍｍ左右的小活检组
织，很难保证每个视野均存在 ５０个以上的肺癌细胞
进行判读。 此外，ＦＩＳＨ检测结果的判断界值（ｃｕｔ－ｏｆｆ
值）也存在商榷之处，已有多项研究发现少数 ＡＬＫ
ＦＩＳＨ阴性、ＩＨＣ阳性的患者也能从克唑替尼治疗中
明显获益［１６－１７］ 。 最后，目前 ＦＩＳＨ 检测的成本昂贵，
且不能明确 ＡＬＫ 融合基因的具体融合变异体。 因
此，虽然 ＦＩＳＨ检测仍是经典 ＡＬＫ诊断手段，但现阶
段尚无法适用于中国 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌患者
的大规模筛查和诊断。

２．ＩＨＣ：（１） Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ：由罗氏公司开发的
Ｖｅｎｔａｎａ ａｎｔｉ－ＡＬＫ 抗体诊断试剂盒在 ２０１３ 年获
ＣＦＤＡ批准用于诊断 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌。 由
于其在全自动免疫组织化学仪器上操作，检测流程
和结果判读都得以标准化。 该技术平台方法使用了
基于非内源性半抗原、信号扩增多聚体和辣根过氧
化物酶（ＨＲＰ）系统的染色信号放大技术。 在不影
响检测特异性的前提下，大大提高了 ＡＬＫ融合蛋白
ＩＨＣ检测的敏感性。 结果判读时采用简单易行的二
分类系统，即仅为阳性和阴性两种，阳性结果即可诊
断为 ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌。 大量研究数据表明
其与 ＦＩＳＨ 结果的吻合率达到 ９５％以上［１７－１８］ ，结果
判读的可重复性大于 ９５％［１８－１９］ ，目前在中国已经广
泛应用于临床 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌的诊断。 同
时，由于操作简便，检测准确度较高，相对于其他诊
断方法价格便宜。 国际上其他 ＡＬＫ 抑制剂的 ３ 期
临床试验中，ＡＬＫ Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 已经成为 ＡＬＫ 阳性
非小细胞肺癌的首选检测方法。 因此专家共识推
荐：Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 可以作为 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌

的临床首选的常规诊断方法（２Ａ类） 。 诊断报告中应该
注明 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 方法，以区别于初筛的常规 ＩＨＣ
方法。 虽然 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 具有操作简便、检测的准
确度较高、相对于其他诊断方法价格便宜等优势，但
Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ需要专门的自动化染色仪器，而目前，
在相当一部分检测实验室还没有 Ｖｅｎｔａｎａ 的染色自
动化仪器，这在一定程度限制了它在临床上的广泛
使用。 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 技术适用的临床标本类型：４％
中性甲醛液固定后石蜡包埋标本，采用防脱落技术
处理的玻片装载切片，厚度 ３ ～５ μｍ。 （２）常规 ＩＨＣ
技术：由于 ＦＩＳＨ 检测存在由于经济适用性差和技
术操作有难度不易普及的不足，Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 自动化
设备在中国相当一部分检测实验室还没有普及。 因
此，有必要有一种初筛的方法来满足部分检测实验
室的需求。 目前已有较多学者不断探索其他的分子
诊断检测方法。 常规 ＩＨＣ 技术因其具有简便易行、
价格便宜、操作方法成熟等特点，成为潜在有效的筛
查方法之一。 目前，在非小细胞肺癌患者中，可以用
于 ＡＬＫ 融合基因筛选的抗体主要为 Ｄ５Ｆ３ （Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司）和 ５Ａ４ （Ａｂｃａｍ 公司），它们检测
ＡＬＫ融合蛋白的敏感性和特异性分别达到了 １００％
和 ９５％ ～９９％［２０］ ，ＡＬＫ１ 抗体敏感性较低（ＡＬＫ１，
Ｄａｋｏ公司），不适宜用于 ＡＬＫ 融合基因的检测［２０］ 。
总结已报道的数据后发现（表 １），常规（指非自动化
仪器辅助的手工操作） ＩＨＣ 检测的强阳性与 ＦＩＳＨ
检测阳性之间存在高度的一致性。 ＩＨＣ ３ ＋、２ ＋、
１ ＋、 －的患者 ＦＩＳＨ 阳性率分别为 ９５．９％、５７．０％、
５．８％和 ０。 现有数据也证实 ＡＬＫ ＩＨＣ 阳性与克唑
替尼临床疗效之间存在相关性［２１］ 。
采用 ＩＨＣ 法需注意以下两点：第一，由于 ＡＬＫ

的蛋白表达与神经外胚层的分化有关，故其可能在
小细胞肺癌和正常人的脑组织中表达［２２］ ，因此不建
议在小细胞肺癌中使用 ＡＬＫ融合蛋白的 ＩＨＣ检测；
第二，常规 ＡＬＫ ＩＨＣ 操作和判读标准还未统一，在
实验室开展常规 ＡＬＫ ＩＨＣ 前，需要对抗原修复、一
抗的类型和浓度、抗体孵育的温度和时间等关键步
骤进行优化统一，建议采用国内病理专家已经达成
共识的规范化操作和判读标准进行操作［２３］ 。
由于常规 ＩＨＣ存在上述优缺点，考虑到晚期非

小细胞肺癌样本的有限性，而常规 ＩＨＣ 在临床实践
中具有可操作性，我们推荐：（１）有条件的单位首选
Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ方法检测（１类） ；（２）对于不能开展 ＡＬＫ
Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 检测的实验室，鼓励患者尤其是小活检
标 本患者 ，将标本送到周边能开展 Ｖｅｎｔａｎａ
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表 1　免疫组织化学（ＩＨＣ）与荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）
检测 ＡＬＫ结果对照（例）

研究项目
病例
数

ＦＩＳＨ ＩＨＣ ３ ＋ＩＨＣ ２ ＋ＩＨＣ １ ＋ ＩＨＣ－

Ｋｉｍ等［２４］ ４６４  阳性 １４ �３ �０ ８０ W
阴性 １ �７ �１４ ８４２５ W

Ｙｉ等［２５］ １０１  阳性 ８ �１ �１ ８０ W
阴性 ０ �２ �２０ ８６９ W

Ｂｌａｃｋｈａｌｌ 等［２６］ １ ２８１  阳性 ２０ �６ �２ ８０ W
阴性 ２ �４ �４６ ８１ ２０１ W

Ｈａｎ等［２７］ １１９  阳性 ３７ �７ �１ ８０ W
阴性 ２ �１ �５ ８６６ W

Ｐａｒｋ等［２８］ ２６２  阳性 ９ �１１ �５ ８０ W
阴性 ０ �２ �１ ８２３４ W

Ｚｈｏｕ等［２９］ ３６８  阳性 ２５ �５ �０ ８０ W
阴性 １ �４ �５１ ８２８２ W

Ｔａｋａｍｏｃｈｉ 等［３０］ ３６０  阳性 １０ �０ �０ ８０ W
阴性 ０ �１ �２ ８３４７ W

Ｐａｉｋ等［３１］ ７３５  阳性 １５ �１３ �０ ８０ W
阴性 ０ �７ �２０ ８６８０ W

Ｐａｉｋ等［３２］ ６４０  阳性 ２２ �６ �０ ８０ W
阴性 ０ �１０ �１６ ８５８６ W

Ｓｅｌｉｎｇｅｒ 等［３３］ ５９４  阳性 ４ �１ �２ ８０ W
阴性 １ �２ �３ ８５８１ W

合计 ４ ９２４　 阳性 １６４ �５３ *１１ Ｉ０ W
阴性 ７ �４０ *１７８ Ｉ４ ４７１　

ＩＨＣ检测的实验室进行 ＡＬＫ 融合基因检测（２Ａ类） ；
（３）在条件缺乏的地区建议采用常规 ＩＨＣ 法进行
ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌患者的初筛，筛查 ＡＬＫ阳性
或疑似阳性的患者必须接受 ＦＩＳＨ、Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 或
者 ＲＴ－ＰＣＲ技术中任意一种技术确诊（２Ａ类） 。

３．基于 ＰＣＲ 扩增的方法： （ １ ） 即时定量
ＲＴ－ＰＣＲ：ＲＴ－ＰＣＲ法检测 ＡＬＫ融合基因的特点在于
快速、简便易行、能同时明确 ＡＬＫ 已知的融合变体
的类型。 既往 ＲＴ－ＰＣＲ 的不足之处在于假阴性率
高，这是由于 ＲＴ－ＰＣＲ 对于 ＲＮＡ 的质量要求较高，
若结果为阴性，则很难判定是真阴性还是 ＲＮＡ降解
所致的假阴性。 此外，目前在非小细胞肺癌中已陆
续发现了超过 ２０ 种不同的 ＡＬＫ 融合变体，不能排
除仍有未知融合变体的存在。 因此，无法检测未知
的融合型是其最大的不足之处。 这些因素限制了
ＲＴ－ＰＣＲ在 ＡＬＫ融合基因诊断中的应用。 目前，随
着 ＰＣＲ技术的进步，上述很多问题已能得到很好的
解决，ＲＴ－ＰＣＲ的检测结果与 ＦＩＳＨ 检测的阳性吻合
率和阴性吻合率分别达到 ９８．４％和 ９４．６％［３４－３５］ 。
２０１３ 年 ＣＦＤＡ 已批准厦门艾德生物技术有限公司
的可用于临床的 ＡＬＫ 融合基因检测的试剂盒
（ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合基因检测试剂盒），通过多重引物
ＲＴ－ＰＣＲ法，需 １００ ～５００ ｎｇ 肿瘤组织的 ＲＮＡ，即可

检测出 ＥＭＬ４－ＡＬＫ 融合基因的阳性信号。 该试剂
盒可检测 ７种不同的 ＥＭＬ４－ＡＬＫ 融合基因型，基本
涵盖了常见的 ＥＭＬ４－ＡＬＫ 融合基因型。 该方法适
用于甲醛液固定石蜡包埋的肿瘤组织标本和各类新

鲜组织或细胞学标本。 不过，ＲＴ－ＰＣＲ 法也存在着
无法检测未知的融合变体和对 ＲＮＡ提取质量要求
较高等不足之处，需要临床上提高组织标本的保存
质量。 （２） ｃＤＮＡ 末端快速扩增 ＰＣＲ 联合测序方
法：除了 ＲＴ－ＰＣＲ方法外，广东省肺癌研究所 Ｚｈａｎｇ
等［３６］采用 ｃＤＮＡ末端快速扩增 ＰＣＲ 联合测序技术
成功检测分析了 ＡＬＫ 基因的融合变异。 该方法的
独到之处在于采用 ｃＤＮＡ末端快速扩增技术结合两
轮 ＰＣＲ 技术来富集扩增 ＡＬＫ 基因的融合变体，敏
感性高，不限于检测 ＥＭＬ４ 与 ＡＬＫ 的融合，而且可
以检测到其他任何基因与 ＡＬＫ 的融合，联合 ＰＣＲ
产物的直接测序步骤能够明确融合是来自 ＥＭＬ４－
ＡＬＫ多种变体中的具体哪一种。 这具有一定的临
床意义。 已知不同 ＥＭＬ４－ＡＬＫ 融合基因变体的酪
氨酸激酶活性程度有明显差异，因而可能对临床用
药剂量有一定的指导价值。 该方法主要适用于各类
新鲜组织或细胞学标本。
开展基于 ＰＣＲ技术检测 ＡＬＫ融合变异的实验

室环境要求应该能够保证检测质量，ＰＣＲ 实验室需
要符合我国卫生计生委临床检测中心的临检 ＰＣＲ
实验室资格认证条件。 各检测实验室应做好室内质
控，并积极参与外部质控评价项目。 考虑到 ＰＣＲ扩
增片段的非特异性技术特点，判断基于 ＰＣＲ技术诊
断 ＡＬＫ融合变异阳性应该满足以下条件：ＰＣＲ产物
经测序后序列比对确认存在 ＡＬＫ融合序列、或基于
融合变异序列特异性荧光探针的即时定量 ＰＣＲ 检
测结果阳性。 单纯 ＲＴ－ＰＣＲ产物经电泳后的条带观
察不推荐作为 ＡＬＫ融合基因诊断依据。
上述多种技术都可以选择，各有优缺点，存在一

定的互补性。 结合临床可获得的各类生物材料标本
（手术或穿刺活检组织、胸水细胞学和痰液细胞学
等），有效利用各种检测分析技术获得最高检出率
具有重要科学意义和临床意义。

４．可用于检测 ＡＬＫ的其他方法简介：（１）高通
量 测 序 技 术： 高 通 量 测 序 （ ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ） 又 名 下 一 代 测 序 （ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ），是相对于传统的桑格测序（Ｓａｎｇｅｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）而言的。 ＮＧＳ是近几年发展最为迅速的
技术之一，以其高数据输出量与高解析度的特性，不
仅可以同时检测多个基因的突变、融合和拷贝数变
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表 2　免疫组织化学、荧光原位杂交和即时定量逆转录聚合酶链反应检测 ＡＬＫ方法的比较
项目 荧光原位杂交 免疫组织化学 即时定量逆转录聚合酶链反应

敏感性［３４］ １０％ ～１５％ ５％ ～１０％ １％ ～５％
检测费用 高 低 高

可检测的融合型 所有融合型，但不能区分 所有融合型，但不能区分 已知或未知的融合型

操作要求 高，需经过培训且有经验的医师
　判读结果

简便，几乎所有病理科医师均可
　诊断

简便，但需特定的试剂盒及仪器

所需组织量 厚度 ３ ～５ μｍ 石蜡切片 厚度 ３ ～５ μｍ石蜡切片 １００ ～５００ ｎｇ ＲＮＡ 的组织
优点 特异性高 操作简便、价格便宜 操作简便、敏感性高

不足之处
操作要求高、价格昂贵、尚不适用
于 ＡＬＫ 融合阳性患者的筛查

判定标准主观、无法直接检测融
合基因

无法检测未知的融合型、对 ＲＮＡ
质量要求高

化情况，而且使得检测的费用和时间大大缩短。
２０１４ 年在美国临床肿瘤学会（ＡＳＣＯ）会议上，Ａｌｉ
等［３７］展示了利用 ＮＧＳ 可以有效鉴定出 ＦＩＳＨ 不能
诊断出的 ＡＬＫ 阳性肺癌患者，在 ９ 例 ＡＬＫ ＮＧＳ 阳
性 ＦＩＳＨ阴性的患者中，５ 例患者对克唑替尼治疗有
响应，２ 例无响应，还有 ２ 例无法评估，显示了 ＮＧＳ
在 ＡＬＫ检测上的优越性。 除了检测灵敏度比较高
外，ＮＧＳ还可以同时检测多个其他靶点。 这样既节
约了标本，也节省了患者等待检测结果的时间，对于
突变频率不高的靶点，重要性显著提高。 基于这些
优势，ＮＣＣＮ 肺癌指南从 ２０１４ 年第 ３ 版开始，推荐
使用 ＮＧＳ 同时检测 ＥＧＦＲ 突变和 ＡＬＫ 融合。 ＮＧＳ
虽然具有很多优势，国内外有多款 ＮＧＳ 仪器获得
ＣＦＤＡ批准用于临床，且有多家公司正在研发基于
ＮＧＳ的肿瘤生物标志物检测试剂盒。 但目前，关于
ＮＧＳ检测样本的质控、数据的解析等一系列问题还
没有明确的规范。 国内也没有一款获批的基于
ＮＧＳ的肿瘤生物标志物检测试剂盒，且目前 ＮＧＳ的
收费还比较高。 因此，在临床常规检测中，暂不推荐
使用ＮＧＳ来常规检测 ＥＧＦＲ突变和 ＡＬＫ融合，但各
中心可以根据实际情况，在临床研究中使用 ＮＧＳ 来
筛查 ＡＬＫ等相关基因的融合突变情况。 （２）特异性
的 ＲＴ－ＰＣＲ 联合测序方法：特异性 ＲＴ－ＰＣＲ 是确认
非小细胞肺癌存在 ＡＬＫ 融合基因的另一种快速诊
断方法。 技术优势在于其检测突变转录本的高敏感
性，如发现扩增产物则意味着 ＡＬＫ 融合基因。 该技
术也存在一些不足。 首先，ＲＴ－ＰＣＲ 分析必须基于
单管多重技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ），由于 ＥＭＬ４－ＡＬＫ 融合基
因至少存在 １１ 种变体和非 ＥＭＬ４ 的其他融合配对
者，所以任何基于 ＰＣＲ的检测策略必须配对所有已
知 ＡＬＫ融合基因的明确引物，否则对于潜在的非
ＥＭＬ４基因的配对者与 ＡＬＫ基因融合就无法检测出
来，而且对于潜在的 ＥＭＬ４ 第 ２１ 号外显子与 ＡＬＫ
融合的转录变体长度达 １ ２８４ ｂｐ 也可能难于检测。

第二，肺癌患者甲醛液固定石蜡包埋组织提取的
ＲＮＡ 很容易降解，与新鲜冷冻组织相比，采用
ＲＴ－ＰＣＲ操作甲醛液固定石蜡包埋组织标本 ＲＮＡ的
难度较大。 第三，存在出现非特异性扩增的风险而
出现假阳性，需要较高的实验室环境，防止出现交叉
污染。 在常规临床诊断实验室可能难于开展。
四、ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌诊断流程
鉴于 ＡＬＫ 基因重排或融合的常用分子诊断各

种方法的优缺点（表 ２），且我国适用于 ＡＬＫ变异检
测的肺癌患者人数众多，需要在临床建立一套行之
有效的分子诊断流程。 常规 ＩＨＣ 因其具有方便、易
行、价格低的优势，适合于 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌
的筛查。 ＦＩＳＨ、Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 和 ＲＴ－ＰＣＲ 已获 ＣＦＤＡ
批准用于临床检测，适合于最终的确诊。 以上 ３ 种
方法的具体操作流程和注意事项可参见 ＣＦＤＡ批准
的产品说明书。

ＡＬＫ检测总体原则：综合获取的各类生物材料
的特征、分子检测方法的特点、实验室自身条件，进
行多学科大协作，合理采取有效检测方法和流程，以
保证 ＡＬＫ融合型非小细胞肺癌的检出率和准确率。
适合 ＡＬＫ融合基因诊断的肿瘤标本，包括各种

组织标本和细胞学标本。 组织标本获取手段包括手
术切除、支气管镜检、经皮肺穿刺、淋巴结活检、手术
活检等。 对于恶性胸腔积液、心包积液、痰液或支气
管灌洗液和细胞学穿刺等标本，在细胞数量充足条
件下可制备细胞学标本蜡块（ｃｅｌｌ ｂｌｏｃｋ），检测方法
可采用 ＦＩＳＨ、ＩＨＣ 或 ＲＴ－ＰＣＲ［３８］ ，如果是新鲜细胞
标本可考虑采用特异性 ＰＣＲ 方法。 考虑到细胞学
标本的细胞数量少等特点，细胞学标本的检测结果
解释需格外谨慎。
综合考虑上述讨论因素：各类检测技术的优缺

点和各组织类型的技术适用性特点，ＣＳＣＯ 肿瘤标
志物专家委员会推荐以下用于临床实践的检测流程

图（图 １）。
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注：ＥＧＦＲ：表皮生长因子，ＲＴ－ＰＣＲ：即时荧光定量聚合酶链
反应，ＦＩＳＨ：荧光原位杂交，ＩＨＣ：免疫组织化学
图 1　中国 ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌患者的诊断流程图

　　１．对于部分无条件行 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ检测的医疗
机构或中心，常规 ＡＬＫ ＩＨＣ 可作为初筛方法，但阳
性标本需以 ＣＦＤＡ 批准的 ＦＩＳＨ、Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 或
ＲＴ－ＰＣＲ技术进一步确诊。

２．所有含腺癌成分的非小细胞肺癌，应在诊断
时常规进行 ＡＬＫ融合基因检测。

３．ＡＬＫ抗体使用推荐：常规 ＩＨＣ 建议使用 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司的 Ｄ５Ｆ３ 克隆号、Ａｂｃａｍ 或 Ｎｏｖｏｃａｓｔｒａ
公司的 ５Ａ４ 克隆号抗体；Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 使用专用抗
体试剂盒（Ｄ５Ｆ３）。

４．流程图中 ＦＩＳＨ、ＲＴ－ＰＣＲ、Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 技术
之间的虚线表示单一技术检测结果判断不确定

（ｅｑｕｉｖｏｃａｌ）时三种方法之间可相互验证结果。
５．ＮＣＣＮ肺癌指南从 ２０１４ 年第 ３ 版开始，推荐

使用 ＮＧＳ 来同时检测 ＥＧＦＲ 突变和 ＡＬＫ 融合。
ＮＧＳ虽然具有很多优势，但目前，关于 ＮＧＳ 检测标
本的质控、数据的解析等一系列问题还没有明确的
规范。 国内也没有一款获批的基于 ＮＧＳ 的肿瘤生
物标志物检测试剂盒，且目前 ＮＧＳ 的收费还比较
高。 因此，在临床常规检测中，暂不推荐使用 ＮＧＳ
来常规检测 ＥＧＦＲ突变和 ＡＬＫ融合，但各中心可以
根据实际情况，在临床研究中使用 ＮＧＳ来筛查 ＡＬＫ
等相关基因的融合突变情况。
五、 ＡＬＫ阳性晚期非小细胞肺癌的治疗
１．一线治疗：对于晚期非小细胞肺癌，含铂双药

方案是标准一线化疗方案。 而 ＡＬＫ 阳性晚期非小
细胞肺癌经确诊后，一线首选克唑替尼治疗，
ＰＲＯＦＩＬＥ １０１４ 研究证实，一线患者 ＰＦＳ 可达

１０．９个月，总体缓解率可达 ７４％，并且患者的疾病
相关症状（如咳嗽、胸痛和呼吸困难等）和整体生活
质量得到显著的改善［８］ 。 值得注意的是，脑转移及
６５岁以上老年人群亚组患者也能从克唑替尼的治
疗中 ＰＦＳ 获益［８］ 。 因此，专家委员会推荐： 对于
ＡＬＫ阳性晚期非小细胞肺癌患者，应一线使用克唑
替尼治疗（１类） 。 克唑替尼治疗最常见的不良反应
（≥２５％）为视觉异常、恶心、呕吐、腹泻、便秘、水
肿、转氨酶升高及疲乏。 但通常这些反应的级别较
低，主要为１或 ２级。 在 ＰＲＯＦＩＬＥ １０１４ 研究中 ３／４
级不良反应中发生率相对较高的为转氨酶升高

（１４％）及中性粒细胞减少（１１％）［８］ ，在临床应用过
程中，要注意患者肝功能及全血细胞计数的监测。
较少发生的严重不良反应为间质性肺病，在
ＰＲＯＦＩＬＥ １０１４研究中发生率为 １％［８］ ，治疗过程中
要注意监测患者间质性肺病的症状和指征，一旦发
生间质性肺病需永久停药。 克唑替尼推荐起始治疗
剂量为 ２５０ ｍｇ，每日 ２ 次，口服。 在治疗的过程中，
如果患者出现 ３ ／４ 级不良事件，需一次或多次减少
剂量。 第一次减少剂量：２００ ｍｇ，每日 ２ 次，口服；第
二次减少剂量：２５０ ｍｇ，每日 １ 次，口服；如果每日
１ 次口服２５０ ｍｇ仍不能耐受，则永久停服。

２．二线及后续治疗：晚期非小细胞肺癌二线治
疗可选择的化疗药物包括多西他赛和培美曲

塞（２Ａ类） 。 而 ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌患者的二线治
疗， ＰＲＯＦＩＬＥ １００７ 研究证实［９］ ，与标准二线化疗
（培美曲塞或多西他赛单药）相比，克唑替尼治疗组
患者 ＰＦＳ显著延长（７．７ 个月比 ３．０ 个月），肿瘤缓
解率明显提高（６５％比 ２０％），并且患者的整体生活
质量和疾病相关症状（如疲乏、咳嗽、胸痛及呼吸困
难等）改善更显著。 因此，专家委员会推荐：如果一
线治疗时没有应用 ＡＬＫ－ＴＫＩ 治疗，推荐克唑替尼用
于 ＡＬＫ阳性晚期非小细胞肺癌患者的二线或后续
治疗（２Ａ类） 。

３．ＡＬＫ－ＴＫＩ 治疗疾病进展后的治疗：ＡＬＫ 阳性
非小细胞肺癌患者接受克唑替尼治疗后，如同其他
ＴＫＩ治疗一样，不可避免在 １ ～２ 年内相继发生
ＲＥＣＩＳＴ（ｖｅｒｓｉｏｎ １．１）定义的疾病进展［３９］ 。 在克唑
替尼治疗出现疾病进展后，根据患者的症状、转移部
位、单发／多发病灶决定患者是否继续接受克唑替尼
治疗［４０］ 。 如患者进展无症状，推荐继续使用克唑替
尼治疗；如患者出现有症状的单发脑转移或系统性
转移灶，考虑局部治疗结合继续克唑替尼治疗；如患
者出现有症状的多发脑转移，考虑全脑放疗结合继
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续克唑替尼治疗；如患者出现有症状的系统性多发
转移灶，考虑二代 ＡＬＫ－ＴＫＩ 治疗（克唑替尼治疗进
展后二代 ＡＬＫ－ＴＫＩ治疗的临床研究正在进行中，二
代 ＡＬＫ－ＴＫＩ在中国尚未获批），或腺癌的其他一线
治疗（根据患者功能状态评分进行双药化疗） （２Ａ类） 。
新近回顾性研究显示，克唑替尼后续 Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ 治疗，
患者中位 ＰＦＳ 达 １７．４ 个月，中位总生存期达
４９．４ 个月［４１］ 。目前关于 ＡＬＫ－ＴＫＩ 治疗进展后治疗
的高级别循证医学证据较少，但一系列研究正在进
行中，如克唑替尼治疗进展后二代 ＡＬＫ－ＴＫＩ 治疗的
研究，以及克唑替尼治疗进展后化疗（培美曲塞单
药） 联合不联合克唑替尼的 ＳＷＯＧ１３００ 研究
（ＮＣＴ０２１３４９１２）等，期待这些研究结果能提供更多
的循证医学证据。 因此，专家委员会推荐：（１） ＡＬＫ
阳性患者接受克唑替尼治疗后出现耐药进展，考虑
到二代药物在我国尚未上市，鼓励患者参加临床试
验，以期获得新药进行治疗。 （２）经 ＡＬＫ－ＴＫＩ 治疗
后的患者出现寡转移或缓慢进展后，如果一般情况
良好，且无显著临床症状恶化，可继续口服克唑替
尼，并针对局部病灶进行治疗，如无神经系统症状的
脑部转移等。 若患者出现多部位的全面进展，且临
床症状出现恶化后，可换用两药含铂方案进行化疗。
再次出现进展后，可根据患者功能评分，酌情选用之
前未选用的化疗药物进行治疗（２Ａ类） 。
六、小结
基于 ＥＧＦＲ突变和 ＡＬＫ 融合变异等分子标志

物的肺癌分子靶向个体化治疗模式已经在临床建立

和应用。 吉非替尼、厄洛替尼和克唑替尼等 ＥＧＦＲ
或 ＡＬＫ抑制剂已经应用于临床，在我国正在向更多
的肺癌患者推广应用。 非小细胞肺癌的分子靶向治
疗将越来越依赖于分子靶点变异的分子诊断。 临床
实践中分子检测的标准化和检测流程的建立对于提

高临床实践能力起关键作用。 ＡＬＫ 融合变异作为
晚期肺癌中第二个明确应用的分子分型，其诊断方
法和流程仍需进一步结合临床数据进行优化。 我们
根据目前 ＡＬＫ融合基因检测各种方法的优缺点、临
床标本的特点和实验室的条件，提出合理的检测流
程，推荐应用方法和注意事项。 希望各诊疗中心能
客观准确地筛查 ＡＬＫ融合变异患者，合理开展基于
明确分子诊断的靶向治疗，真正造福广大肺癌患者。
本次“中国 ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌诊断治疗的

指南”是在 ＣＳＣＯ 肿瘤生物标志物专家委员会的倡
导下，从临床诊断和治疗的角度出发，结合我国肺癌
患者众多（约占全球 １／３）的现状，综合最新的循证

医学研究数据和 ＣＦＤＡ 批准的药物和伴随诊断方
法，供临床实践参考。 本指南将根据实际情况定期
更新，期望能为未来进一步优化 ＡＬＫ阳性肺癌患者
的诊断和治疗提供指导。
注释：ＣＳＣＯ肿瘤生物标志物专家委员会证据或共识水

平的定义：
１类：表示该推荐内容基于高水平的证据，并且在本指

南制定专家成员中具有广泛的共识，建议值得信赖。
２Ａ类：表示该项推荐基于临床经验在内的较低水平证

据，本指南制定专家成员达成共识，因此该推荐是可以信
赖的。

２Ｂ类：表示该项推荐内容基于临床经验在内的较低水
平证据，本指南制定专家成员对于该建议的适宜性意见不一
致，但无较大分歧。

３类：表示 ＣＳＣＯ肿瘤生物标志物专家委员会专家存在
较大分歧。
本文中所推荐的共识证据级别除了少数做特别说明之

外，均在 ２Ａ类以上。
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