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聚合酶链反应技术在非小细胞肺癌EMIA．ALK融合

基因检测中的应用

张杰

棘皮动物微管相关样蛋白4(echinoderm microtubule

associated protein—like 4，EMIA)与问变性淋巴瘤激酶

(anaplastic lymphoma kinase，ALK)融合基因是非小细胞肺癌

(NSCLC)中继表皮生长因子受体(EGFR)突变、KRAS突变

后的又一特异性肿瘤驱动基因，近期，针对EMIA．ALK为靶

点的克唑替尼(crizotinib)在治疗晚期NSCLC中已取得了令

人瞩目的疗效，因此使用准确、可靠并且易于临床开展的

EMIA—ALK融合基因检测方法是决定患者能否应用克唑替

尼治疗的先决条件。2013年3月，国产的基于逆转录聚合

酶链反应(RT—PCR)技术的EML4一ALK检测试剂盒获得中国

食品药品监督管理总局(CFDA)批准上市。本文主要介绍

RT—PCR技术在EMIA．ALK融合基因筛查中的应用。

一、EML4一ALK融合基因的结构特点

EMIA基因由N端Basic区、HELP域和WD重复区构

成，这3个区域均与EML4一ALK的肿瘤生成潜能有关，其中

Basic区在EML4一ALK二聚体化过程中扮演重要角色⋯。

ALK基因编码的受体酪氨酸激酶，包含胞外配体结合区、疏

水跨膜区及胞内酪氨酸激酶区、2 J。二者分别位于人类

第2号染色体的p21和p23带，相隔约12 Mb距离，这2个

基因片段的倒位融合使EMIA的N端与ALK激酶区发生融

合，表达EMIA—ALK融合蛋白。体外克隆性转化试验和在体

内基因重组基础上的肺部选择性表达试验证实，不1司的

EMIA—ALK融合类型均有恶性转化和致瘤能力。3。。在

NSCLC中已发现多个基因可以与ALK发生融合，EML4一ALK

是其中最主要的融合类型。EML4基因在不同的外显子断

裂后插入ALK基因的第19、20号外显子之间，形成不同类

型的EML4一ALK融合基因。目前已发现20余种EML4一ALK
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融合类型，大多与ALK基因的第20号外显子相融合，且以

V1、V2和V3a／V3b为主，这4型占所有EMIA—ALK融合类

型的85％以上”。。

二、AI．K融合基因阳性患者的临床病理特征

多项回顾性研究显示，ALK融合阳性患者在NSCLC中

的发生比例为3％一7％，无明显的种族和性别差异¨o。

NSCLC中EML4一ALK融合阳性患者具有独特的临床病理特

征，主要包括：(1)平均年龄及中位年龄均较融合阴性患者

低、6J；(2)多为不吸烟或轻度吸烟者。7 o；(3)绝大多数EMIA．一

ALK融合与EGFR及KRAS突变相排斥悼1；(4)对于EMIA—

ALK融合阳性患者的性别差异仍有争议，大多数研究者认

为男女发生率无差异；(5)大部分(82％)EMIA—ALK融合阳

性的肺腺癌是非伏壁生长型，多呈实体状或含有筛状结构。

瘤细胞内含有大量黏液，而细胞核往往较小，缺乏多态性，

71％肺印戒细胞癌有EMIA—ALK融合基因H o。目前国内外

已有多项研究使用RT—PCR技术对NSCLC中的多种类型标

本进行EML4．ALK融合基因检测【1’”‘1⋯。

三、RT—PCR技术在检测EMIA—ALK融合基因中的应用

目前利用RT—PCR技术检测EML4一ALK基因融合的方

法主要分为直接法和间接法。直接法是直接以EMIA—ALK

mRNA为检测对象，通过在融合点两侧设计特异性引物对

EML4一ALK融合基因进行检测的一种方法，目前已有多项研

究利用该方法对NSCLC患者甲醛固定石蜡包埋(FFPE)样

本或新鲜冷冻样本进行EMIA—ALK融合基因检测，样本类型

不但包括临床常见的肿瘤手术样本，也可以是穿刺样本、支

气管冲洗液、痰液和胸腔积液样本，结合多重RT—PCR技术，

该方法已用于NSCLC患者EMIA—ALK融合基因的大规模筛

杏检测。间接法是利用EML4与ALK融合后使ALK 3’端激

酶区mRNA表达量明显高于其5’端表达量，因此可以通过

即时荧光RT—PCR方法检测ALK断裂点两侧mRNA表达量
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的差异来预测样本中是否存在ALK基因融合。Wang等Ⅲj

应用即时荧光RT—PCR方法检测654例NSCLC冷冻样本，发

现40例样本ALK mRNA 5’和3’端表达量存在差异，且40例

样本采用荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization，

FISH)方法检测均为阳性，从而证明间接法预测ALK融合的

准确性；该研究利用间接法同时鉴定出6种新的ALK融合

类型，包括KIF5B—ALK和5种EML4一ALK融合类型。

2013年，Lira等’‘8。将RT—PCR和NanoString nCounter技术相

结合，对33例ALK阴性样本和34例ALK阳性样本进行

ALK 5 7和3’端mRNA表达差异检测以预测ALK基因状态，

并与FISH和免疫组织化学方法进行比较，结果发现3种方

法之间的检测结果高度一致。

四、RT．PCR技术检测EML4一ALK融合基因应用前景

检测EMIA．ALK融合基因有多种方法，除RT—PCR方法

外，常见的还有FISH和免疫组织化学。2012年，Murakami

等119]讨论了RT—PCR、FISH、免疫组织化学方法检测EMIA—

ALK融合基因的优缺点。RT—PCR是检测染色体易位较直

接的方法，快速灵敏，但需要有高质量的RNA且只能对

EML4一ALK已知的断裂融合类型进行检测，检测范围有一定

的局限性。

FISH技术是目前检测EMIA—ALK融合基因的常用方

法，可以运用探针诊断ALK重排，相对于RT—PCR技术，该方

法不仅可以直观地观察EML4一ALK基因断裂重排的所有类

型，还可以检测到ALK与其他基因之问的融合改变，如

NPM—ALK、TPM3一ALK等。但FISH技术检测成本高、周期

长，尤其是检测活检样本时，不易判读，与RT—PCR、免疫组织

化学的检测结果存在差异。克唑替尼I期临床试验采用

FISH方法筛选ALK阳性病例，患者对药物的客观反应率为

57％。进一步分析发现，如果以免疫组织化学或RT—PCR作

为选择标准，药物的客观反应率可以达到82％¨”。

免疫组织化学是病理诊断所采用的常规检测方法，具有

检测成本低、操作简便、能快速鉴别正常组织和病理组织的

细胞和组织结构特征等优点，但该方法无法直接检测EML4一

ALK融合基因，且具有一定的假阳性和假阴性。由于EML4一

ALK融合蛋白在NSCLC中的表达量较低，开发高灵敏度和

高特异性的抗体有较大难度。由于检测样本类型和数量、抗

原修复技术、抗体检测和信号放大技术的不同，加上缺乏统

一评分标准和可供参照的“金标准”，不同ALK抗体在不同

的实验室和实验人员之间的评价结果存在较大差异¨“。

关于3种检测方法哪种更适合临床应用，目前尚无统一

的结论。2012年，美国国家参考实验室Wallander等¨纠对

FISH、免疫组织化学和RT—PCR方法检测EML4-ALK进行对

比，结果发现FISH与RT—PCR检测结果的一致性为80％，而

FISH与免疫组织化学检测结果的一致性为67％，其中FISH

检测结果判读在不同操作者之间的差别较大。2013年，Ying

等[2"就FISH检测试剂、免疫组织化学ALK检测产品和

EML4一ALK检测试剂(荧光PCR法)对196例肺腺癌样本

ALK基因重排进行检测，结果显示RT—PCR产品与免疫组织

·857·

化学产品总体符合率为97％；以FISH产品作为参照，

RT—PCR产品的灵敏度和特异性分别为98％和95％，因此

3种检测方法均适用于NSCLC患者EML4一ALK融合基因的

检测。从检测方法的灵敏度来讲，RT—PCR是目前检测

EMIA—ALK融合基因灵敏度最高的检测方法，但RT—PCR方

法是以RNA为检测对象，由于RNA易受RNase的影响而降

解，EL由于临床常见石蜡包埋样本在甲醛处理过程中会造成

核酸交联和片段化，因此RT—PCR方法对于样本RNA质量

有较高的要求。随着EGFR突变PCR检测方法在中国的普

及、FFPE样品制备程序的标准化、肿瘤个体化诊断病理质控

流程的完善以及FFPE样本RNA提取试剂盒的成熟，FFPE

样本中RNA质量对RT-PCR技术应用的影响越来越小¨4。

随着与靶向药物治疗相关的EGFR、KRAS和BRAF等

分子诊断在我国众多医院广泛开展，以及随着更多靶向药物

的陆续问世，必将有更多的药物靶点需要检测，而在临床上

提供于病理诊断的标本多是微小的活检标本，如何更有效、

合理地利用珍稀的肿瘤样本资源，是广大病理医师面临的难

题。所幸的是，目前已有从同一组织样本同时分离纯化

DNA和RNA的成熟技术，核酸一次性提取即可以满足

EGFR、KRAS、EML4一ALK等多项检测要求。不仅如此，

EFGR等DNA检测和EMIA—ALK等RNA检测还可以在同一

台荧光PCR仪上使用相同的PCR扩增程序，在同一个时间

内完成，不但可以缩短检测时间，减少病理医师的工作量，而

且可以帮助医师在最短的时间内制定治疗方案，更好地服务

患者。相对于免疫组织化学和FISH检测方法，RT—PCR不

但适用于FFPE样本，同时适用于支气管冲洗液、胸腔积液、

外周血和痰液等样本类型，因此，随着肿瘤个体化诊疗领域

的发展，RT．PCR技术的重要性将会不断凸显。
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免疫组织化学染色在诊断间变性淋巴瘤激酶阳性

非小细胞肺癌中的应用

杜祥 周晓燕 吕宁 李向红 应建明 杨飞 李媛 孙宇 赵敏 周立新

在全球范同内，肺癌是发病率和病死率最高的恶性肿

瘤，成为患者、医院以及社会的巨大负担，其中非小细胞肺癌

(NSCLC)占了80％01-2]。与小细胞肺癌相比，NSCLC对化疗

的初始反应率更低。NSCLC的一个亚群存在棘皮动物微管

结合蛋白(EMIA)一间变性淋巴瘤激酶(ALK)异常融合基因，

编码一种具有结构性激酶活性的细胞质嵌合蛋白，对小分子

ALK激酶抑制剂克唑替尼(crizotinib)高度敏感。因此检测

ALK的表达状态以便筛选出适合克唑替尼治疗的肺癌患
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者，成为NSCLC的重要指标。本文简述了免疫组织化学染

色在检测肺癌ALK基因异位中的应用。

一、ALK检测的常见方法

随着克唑替尼临床数据的发表，ALK的检测成为指导

NSCLC患者个体化用药的明确指标。现有的ALK检测方法

主要有荧光原位杂交(fkmreseenee in situ|1ybridization，

FISH)、逆转录聚合酶链反应(reverse transcription—

polymerase chain reaction，RT—PCR)和免疫组织化学染色。

1．FISH：FISH是获得美国食品药品监督管理局批准用

于检测NSCLC中ALK基因重排的伴随诊断方法”，相应的

ALK FISH检测试剂盒已上市并应用于临床。虽然FISH是

检测肺癌ALK融合基因敏感和特异的方法．但是作为手工

染色方法，对操作人员所要求的技巧以及经验较高，其次，有

限的探针片段会降低其敏感性；另外，对细胞数量的要求和
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