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非小细胞肺癌分子病理检测临床实践指南
（2021版）
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【摘要】 近十年来，晚期非小细胞肺癌的治疗，尤其是靶向治疗，取得了极大的进展，分子分型是

非小细胞肺癌实施靶向治疗的前提。选择准确、快速、恰当的检测方法，全面筛选出适用靶向药物的

目标人群具有重要临床意义。本指南基于国内临床实践数据及结合中国国情，以国内已上市治疗药

物及体外诊断检测试剂为导向制定，重在对分子病理检测实践的指导。其他靶基因及免疫治疗相关

生物标志物只做简单概述，待更多实践数据的积累后更新。
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近十年来，晚期非小细胞肺癌（non‑small cell
lung cancer，NSCLC）的治疗，尤其是靶向治疗，取得

了极大的进展，可明显提高患者治疗的客观缓解率

和延长无进展生存时间（PFS），并显著提高生活质

量［1‑5］。分子分型是NSCLC实施靶向治疗的前提。

研究数据表明，我国肺腺癌患者常见基因变异谱系

与西方人群存在较大差异［6‑7］。选择准确、快速、恰

当的检测方法，全面筛选出适用靶向药物的目标人

群具有重要临床意义。同时，随着少见基因变异的

不断发现以及靶向药物获得性耐药机制的完

善［8‑10］，临床对基因检测的内涵提出了更多的需求。

另外，免疫治疗尤其是抗 PD‑1/PD‑L1抑制剂的发

·共识与指南·
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展也显著改善了部分NSCLC患者预后［11‑13］。如何

筛选免疫治疗潜在获益人群成为新的挑战。多项

临床研究表明，NSCLC中肿瘤细胞PD‑L1表达水平

的高低与抗 PD‑1/PD‑L1免疫抑制剂的疗效呈正相

关［14‑17］。然而，PD‑L1的检测和判读在临床实践中

存在较多挑战。除PD‑L1表达水平外，肿瘤突变负

荷（tumor mutation burden，TMB）以及肿瘤微环境等

也与免疫治疗疗效存在一定的相关性［18‑19］。同时，

分子病理检测的方法多样，包括 Sanger测序、即时

定量 PCR（qRT‑PCR）、荧光原位杂交（FISH）、二代

测序及免疫组织化学（IHC）等，各种检测方法具有

不同的优缺点，需根据检测内容及临床需求选择恰

当的检测方法；单基因检测是现阶段广泛获批的检

测方法，具有快速、易开展的特点；多基因检测可一

次为患者提供多种基因变异信息。现阶段，多重

PCR检测和小Panel二代测序试剂盒均已经获得国

家药品监督管理局（NMPA）的批准，可同时检测多

个基因变异；二代测序技术能够在DNA及RNA水

平进行更多基因、多位点检测，是未来分子病理的

发展方向。

多年来，国内临床和病理专家一直致力于

NSCLC分子分型检测的规范化，并制定了相应的专

家共识或指南［20‑29］，对如何选择检测人群、检测标

本与检测方法，以及制定、优化规范化检测流程起

到了重要作用。检测的标准化可提升检测结果的

准确性，使患者更大程度上获益。随着临床对分子

分型检测内涵需求的不断增加，尤其是我国临床实

践数据的不断积累、检测问题的不断发现、新检测

技术平台的应用，以及更多基因检测质控与多中心

真实世界数据研究的积累，亟待更加全面的关于

NSCLC分子分型检测的实践指导。

本指南基于国内临床实践数据、结合中国国

情，以国内已上市治疗药物及体外诊断检测试剂为

导向制定，重在对分子病理检测实践的指导。其他

靶基因及免疫治疗相关生物标志物只做简单概述，

待更多实践数据的积累后更新。分子病理实验室

建设及管理规范请参照相应指南或专家共识［30‑31］，

本指南不作过多赘述。

一、NSCLC基因变异及临床意义

NSCLC基因变异检测主要包括靶向治疗及免

疫治疗相关分子病理检测。我国NSCLC患者分子

变异谱不同于西方人群，主要体现在腺癌，包括常

见变异基因表皮生长因子受体（EGFR，45%~
55%）、KRAS（8%~10%）、间变性淋巴瘤激酶（ALK，

5%~10%），少见变异基因 ROS1（2%~3%）、MET
（2%~4%）、HER2（2%~4%）、BRAF（1%~2%）、RET
（1%~4%），以及罕见变异基因NTRK（<1%）、NRG1/2
（<1%）、FGFR2（<1%）等。除极少数病例存在共突

变外，上述基因变异在同一个病例中普遍存在互斥

现象［32］。靶向治疗相关分子病理检测详见表 1。
免疫治疗相关分子病理检测（表 1）包括PD‑L1蛋白

表达和TMB。其他生物标志物，如高度微卫星不稳

定（MSI‑H）在NSCLC中罕见。目前免疫治疗主要

用于 EGFR、ALK和 ROS1基因变异阴性的 NSCLC
患 者［34］。 近 年 来 ，肺 癌 分 子 微 小 残 留 病 灶

（molecular residual disease，MRD）的检测已受到广

泛关注，MRD指的是经过治疗后，传统影像学（包

括PEC/CT）或实验室方法不能发现，但通过液体

活检发现的癌来源分子异常，代表着肺癌的持续存

在和临床进展可能。目前MRD的临床应用及检

测尚有待进一步验证和规范。

二、检测适用人群

1.拟接受靶向治疗的肺浸润性腺癌（或包括含

腺癌成分的NSCLC）患者需进行靶分子基因检测。

在我国，目前已上市的靶向药物明确需要伴随诊断

的基因包括 EGFR、ALK、ROS1；研究数据表明，有

相应靶向药物但尚未在国内上市的靶基因包括

MET、HER2、BRAF、RET、KRAS、NTRK、NRG1/2、
FGFR2等。上述基因变异主要在腺癌或含腺癌成

分的肿瘤中常见。拟接受靶向治疗的肺浸润性腺

癌患者（具体人群可参见《2020 CSCO非小细胞肺

癌诊疗指南》）治疗前需进行靶分子基因检测。对

于晚期 NSCLC患者，靶分子基因检测能够有效筛

选靶向药物获益人群。对于术后肺腺癌患者，一方

面，EGFR基因突变阳性患者可从酪氨酸激酶抑制

剂（TKI）辅助治疗中获益；另一方面，术后患者存在

复发风险，分子分型可直接指导复发后肿瘤治疗方

案的选择。

2.经活检组织病理学证实为非腺癌的晚期

NSCLC患者可推荐进行靶分子基因检测。除肺腺

癌外，靶分子基因变异在其他NSCLC患者（如肺腺

鳞癌、非特指NSCLC、大细胞肺癌及肺肉瘤样癌等）

中真实存在，且患者可在靶向药物治疗中获益。如

EGFR基因敏感突变、EML4‑ALK基因融合可发生

于非腺癌的晚期 NSCLC［35］；MET变异在肉瘤样癌

中发生率高［36］；此外，部分由活检证实为鳞状细胞

癌的患者，经术后病理证实存在肺腺癌成分［37］。因

此经活检组织病理学证实为非腺癌的晚期NSCLC
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患者均可推荐进行靶分子基因检测，以期使这部分

患者获得更多治疗方案的选择。因活检标本组织

小，组织中肿瘤细胞含量相对少，因此，合理化及最

大化使用该活检组织获得明确病理组织类型诊断

及完成靶分子基因检测尤为重要，应依据患者病

情、活检组织标本情况以及临床诊治需求来选择最

佳的分子病理检测方法。

3.所有 EGFR、ALK基因变异阴性晚期NSCLC
患者，如拟进行 PD‑1/PD‑L1抗体药物免疫治疗，推

荐进行 PD‑L1表达检测。在 NSCLC，肿瘤细胞

PD‑L1蛋白表达水平与抗 PD‑1/PD‑L1药物免疫治

疗疗效存在正相关。临床治疗因免疫治疗药物不

同而对PD‑L1检测的需求不同，部分药物为伴随诊

断，部分为补充诊断；同时，不同的免疫药物可能对

应不同的PD‑L1克隆及检测体系，判读标准也可能

因药物、临床应用场景不同而不同。对拟实施抗

PD‑1/PD‑L1免疫治疗的 NSCLC患者，可选择进行

TMB检测。TMB一般指特定肿瘤基因组区域内每

兆碱基对（Mb）中体细胞非同义突变的个数。部分

临床研究表明，肿瘤组织或血液中 TMB水平与免

疫治疗疗效存在相关性。尽管未达成广泛共识，在

临床实践中，肿瘤医师在实施免疫治疗前，TMB水

平被作为重要参考指标之一。

三、NSCLC常用分子病理检测方法

针对上述 NSCLC中基因变异检测，常见的分

子病理检测方法包括 Sanger测序、FISH、qRT‑PCR、
IHC、二代测序技术等（表 2）。所有分子病理检测

方法均具有优缺点，也受所检基因变异类型和数

量、标本类型、标本数量和质量、实验室条件等影响

（详见各基因检测相关章节）。有时需要行多平台

检测互补和验证。

四、常见送检标本类型

1.检测标本优先使用肿瘤组织石蜡标本：主要

包括手术、纤维支气管镜下活检、CT引导下肺穿

刺、胸腔镜、淋巴结穿刺活检等方法获取的标本。

检测前需对肿瘤细胞比例进行评估，满足检测要求

后方可进行检测。对于手术标本，优先选取肿瘤细

胞比例较高的标本进行基因检测。若肿瘤细胞比

表1 非小细胞肺癌基因变异及临床意义

类别

必检基因

扩展基因

基因

EGFR

ALK
ROS1
MET

MET
HER2

BRAF
RET
KRAS

NTRK
肿瘤突
变负荷

PD‑L1

变异类型

第18~21号外
显子点突
变、缺失、
插入

重排/融合

重排/融合

第14号外显
子跳跃突
变

扩增

第20号外显
子插入突
变

V600
重排/融合

第2、3外显子
点突变

重排/融合

突变、缺失、
插入等

肿瘤细胞或/
和免疫细
胞表达

变异频率

45%~55%

5%~10%
2%~3%
2%~4%

3%~19%
2%~4%

1%~2%
1%~4%
8%~10%

<1%
与阈值有

关

与阈值有
关

临床意义

靶向治疗

靶向治疗

靶向治疗

靶向治疗

靶向治疗

靶向治疗

靶向治疗

靶向治疗

分子分型

靶向治疗

靶向治疗

免疫治疗

免疫治疗

国家药品监督管理局获批
药物（适应证）a

吉非替尼、厄洛替尼、埃克
替尼、阿法替尼、达克替
尼、奥希替尼、阿美替尼

克唑替尼、阿来替尼、塞瑞
替尼

克唑替尼

赛沃替尼 b

未获批

未获批

未获批

普拉替尼

不适用

未获批

未获批

未获批

帕博利珠单抗、纳武利尤
单抗、度伐利尤单抗、
阿替利珠单抗、卡瑞利
珠单抗、特瑞普利单抗、
信迪利单抗、替雷利珠
单抗

美国食品药品管理局获批
药物（适应证）a

吉非替尼、厄洛替尼、埃克
替尼、阿法替尼、达克替
尼、奥希替尼

克唑替尼、阿来替尼、塞瑞
替尼、Brigatinib、Lorlatinib

克唑替尼、 Lorlatinib、Entrectinib
Capmatinib、替泊替尼、克唑

替尼

未获批

未获批

Dabrafenib、Trametinib
Selpercatinib、Pralsetinib
不适用

未获批

Larotrectinib、Entrectinib
帕博利珠单抗

帕博利珠单抗、纳武利尤单
抗、度伐利尤单抗、阿替
利珠单抗

检测级别

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断

排除诊断

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断

伴随诊断、
补充诊
断

推荐
级别

Ⅰ

Ⅰ
Ⅰ
Ⅰ

Ⅱ
Ⅱ

Ⅱ
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅰ

注：推荐级别：Ⅰ级：有可及性好的适应证明确的药物，同时有已上市的明确的伴随诊断试剂；Ⅱ级：有适应证明确的药物及明确的伴随诊

断试剂，但药物或检测试剂可及性较差；或临床意义明确且检测试剂可及性好；Ⅲ级：正在探索的临床意义（如药物)；a获批药物会不断更

新；b优先审批

·· 325

3



中华病理学杂志 2021年4月第 50卷第 4期 Chin J Pathol, April 2021, Vol. 50, No. 4

例较低，可通过富集，以保证检测结果的准确可靠。

2.细胞学标本：包括胸腔积液、经皮肺穿刺活

检、支气管内超声引导细针穿刺活检（EBUS FNA）、

痰、肺泡灌洗液等，需制作成石蜡包埋标本，进行肿

瘤细胞比例评估，满足检测要求后可进行检测。

3.对于少数客观上不能获得组织或细胞学标

本的晚期肺癌患者，推荐血液检测。晚期 NSCLC
患者的血液中存在循环游离肿瘤DNA（ctDNA），其

血浆中 ctDNA有更高的检出率。可用含有游离

DNA保护剂及防细胞裂解保护剂的专用常温采血

管或用常规 EDTA抗凝管（严禁使用肝素抗凝管）

采集全血并进一步分离血浆。对于部分晚期发生

脑膜转移的 NSCLC患者，脑脊液对颅内肿瘤的

ctDNA具有富集作用，可通过腰椎穿刺获取脑脊液

进行相关基因检测。与肿瘤组织相比，血液和脑脊

液中的 ctDNA含量很低，其基因检测具有较高的特

异度，但灵敏度较差。

五、NSCLC常见靶分子基因变异检测

（一）EGFR
1.EGFR基因变异类型：EGFR基因变异包括基

因突变（点突变、插入/缺失突变），主要发生在编码

EGFR酪氨酸激酶区的第 18~21号外显子，以及获

得性耐药突变（包括第一、二代 TKI的耐药突变

T790M 和 第 三 代 TKI 的 耐 药 突 变 C797S 等）。

EGFR基因扩增对选择 TKI治疗目前无明确临床

意义。

2.EGFR基因突变常用检测方法及主要特点：

目前EGFR基因突变检测的方法有很多种，临床常

用的检测方法包括 Sanger测序法、qRT‑PCR法和二

代测序等。这些方法各有优势和劣势，不管使用何

种检测方法，均应包括EGFR最主要的突变位点外

显子 19缺失（19del）和外显子 21点突变（L858R），

还应包括外显子 18点突变（G719X），外显子 20插
入突变（20ins）和点突变（T790M、S768I），外显子

21点突变（L861Q）等。Sanger测序法是直接可检

测已知和未知突变的一种方法，是早期广泛应用的

EGFR基因突变检测方法。但 Sanger测序法检测

EGFR基因突变的灵敏度较低，操作步骤复杂、容

易产生污染，已不能完全满足临床EGFR基因突变

检测的需求。基于 qRT‑PCR的方法，需要根据

EGFR基因已知的突变类型设计引物探针，无法检

测出所有可能的突变，但灵敏度相对较高，操作简

单，无需对 PCR产物进行操作，在很大程度上避免

了扩增产物的污染，易于在临床开展，是目前

EGFR基因突变检测最常用的检测技术之一。二

代测序是一种高通量测序技术，能够同时对多基

因、多位点进行测序。二代测序检测方法主要包括

实验操作和生物信息学分析两部分。实验操作部

分包括样本准备、文库制备、目标区域富集、测序

等；生物信息学分析部分包括测序后的数据质量分

析、比对、变异识别、注释和结果报告与解释等。相

较于传统测序技术，二代测序可以一次性检测大量

靶基因，能够分析基因变异的丰度，相对成本低。

然而二代测序操作步骤多、程序复杂，任一环节出

现问题，都会影响检测结果的准确性，结果的判读

依赖生物信息的准确分析，因此二代测序检测必须

经过严格的质量控制。二代测序检测 EGFR基因

突变，检测位点更加全面，可以发现罕见突变位点，

为晚期NSCLC患者的全流程管理提供依据。

3.EGFR基因检测临床实践常见问题及解决策

略：（1）常见突变位点：目前中国已上市的 qRT‑PCR
体外诊断试剂盒主要包括EGFR第 18~21号外显子

表2 非小细胞肺癌常用分子病理检测方法主要特点比较

检测方法

Sanger测序

荧光定量PCR
荧光原位

杂交

免疫组织
化学

高通量测序 a

检测基因变异类型

基因突变

基因突变；基因
重排/融合

基因重排、扩增

蛋白表达

基因突变、重排
等

检测范围

检测范围内已知/
未知突变

已知突变、已知
重排/融合

已知/未知重排、
扩增

蛋白表达

与建库检测范围
有关，检测范围
内所有位点 b

检测标本类型

甲醛固定石蜡包埋
标本（FFPE）、细
胞学标本

FFPE、细胞学标本、
体液样本 c

FFPE、细胞学标本

FFPE
FFPE、细胞学标本、

体液样本 c

灵敏度

10%~15%

1%~5%
不适应

不适应

0.1%~5.0%

特异度

基因突变
“金标
准”

高

“金标准”

不适应

高

检测周
期

3~5 d

2~3 d
2~3 d
1~2 d
5~7 d

检测通量

低

有限的多基因联
合检测

单项检测

单项检测

几个到几百个基
因同时检测

注：a因建库原理及基于DNA或RNA的检测策略有所不同；b目前已批准的基于RNA的二代测序检测融合基因检测，只能检测已知融合类

型；c体液样本检测需谨慎，灵敏度较差
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常见突变类型（20~40多种）。（2）罕见突变位点：随

着二代测序检测普遍应用于临床检测，越来越多的

罕见突变位点被发现，尤其是外显子 19插入突变

和外显子 20插入突变，约占全部EGFR突变的 5%。

其中约一半以上EGFR罕见突变对TKI靶向药物治

疗敏感，EGFR基因罕见位点的检测也有助于正在

研发中药物的临床试验入组。因此，对于传统方法

检测的驱动基因阴性晚期肺腺癌患者，推荐进行二

代测序检测。（3）耐药机制检测：目前EGFR TKI的
耐药机制已经基本明确，大部分是由EGFR T790M
的获得性突变，约占 50%。其他机制包括MET基

因扩增、KRAS突变、BRAF突变等。因此，对于第

一、二代EGFR‑TKI耐药患者，优先推荐进行T790M
检测（qRT‑PCR或二代测序）。也可同时与其他耐

药机制进行检测或 T790M检测阴性后用高通量技

术（二代测序）进行其他耐药机制的检测。第三代

TKI耐药患者，推荐进行二代测序检测耐药机制。

另外，组织学形态的转化（如小细胞癌、鳞癌）也是

TKI耐药机制之一［38‑39］。

（二）ALK
1.ALK基因变异类型：ALK基因变异类型包括

基因重排/融合，以及获得性耐药突变（点突变为

主）。目前至少发现了 20多种 EML4‑ALK融合变

异亚型。此外还有更多少见/罕见的ALK融合伴侣

不断被发现［40］。上述ALK基因重排均可导致融合

基因/蛋白的表达，提示适用于抗ALK抑制剂靶向

治疗。尽管有研究结果显示不同的变异亚型可能

与抗ALK治疗的PFS时间相关，但不同研究的结果

存在差异，其临床意义尚待我们进一步研究［41‑42］。

ALK激酶区的获得性突变是ALK抑制剂治疗耐药

的主要机制之一，对指导耐药患者的后续临床治疗

具有一定的指导意义［43］。

2.ALK基因变异常用检测方法及主要特点：

ALK基因重排导致 ALK融合基因的表达，可以在

多个分子水平上进行检测，包括 FISH在DNA水平

上检测 ALK基因重排；qRT‑PCR检测 ALK融合

mRNA；IHC检测 ALK融合蛋白表达，以及二代测

序检测DNA水平上的重排序列或mRNA水平上的

融合序列。比对研究证明各检测平台间存在较高

的符合率，但也存在各检测平台结果不一致的病

例［44］。ALK Ventana D5F3 IHC检测方法是目前最

快速、经济的方法，并且二元结果判读标准简便易

行。该判读标准仅适用于肺腺癌，该检测在用于鳞

癌、神经内分泌癌等其他类型肺癌标本时应谨慎，

疑似阳性标本需要使用其他方法进行验证。在临

床实践中要警惕 IHC结果判读中存在的陷阱，避免

非特异性着色。FISH检测是检测ALK重排的“金

标准”，检测结果判读直观，对样本质量要求较低，

但费用较高、经济效益比不佳。并且在 FISH判读

时，对于处于临界值分离信号、不典型分离信号等

的判定需要格外谨慎，推荐利用其他技术平台复核

检测。基于 qRT‑PCR方法的ALK融合基因检测具

有较高的灵敏度和特异度，但因为 qRT‑PCR只能

检测已知 ALK融合基因类型，所以存在假阴性。

另外，由于 qRT‑PCR基于mRNA扩增技术，因此实

验室内、外部质控等应制定最严格的技术标准，防

止污染。ALK基因融合通过捕获平台在DNA/RNA
水平或扩增子平台在RNA水平上进行检测。基于

捕获平台检测结果的灵敏度和特异度均很高，而且

能够检测到包括已知和未知位点在内的 ALK重

排，但是其准确性可能会受捕获探针覆盖区域、覆

盖度、标本DNA质量，以及生物信息学分析等关键

因素影响。另外，极少数情况下，在DNA水平上检

测到的基因重排（如 intergenic translocation）可能并

不会引起融合蛋白的表达。在RNA水平上采用扩

增子的测序方式具有很高的检测灵敏度和特异度。

但其检测范围一般仅局限于特定的常见位点，罕见

融合可能会漏检。对于质控不合格或结果不典型

病例，报告时应加备注，并建议使用其他技术平台

进行复检。尽管同样存在灵敏度问题，二代测序可

在血液中检出 ALK基因变异，注意假阴性结果的

出现。

3.ALK基因检测临床实践常见问题及解决策

略：在进行 IHC‑Ventana D5F3、FISH、qRT‑PCR及二

代测序检测结果判读时，对于检测结果不能确定、

信号不典型或者位于临界值的患者，应建议使用其

他技术平台进行检测。优先应用 IHC‑Ventana
D5F3进行ALK检测。当怀疑检测标本有质量问题

时，优先应用FISH检测。当和其他基因（如EGFR、
ROS1等）一起检测时，可以进行qRT‑PCR或二代测

序检测。

（三）ROS1
1.ROS1基因变异类型：ROS1基因变异包括

ROS1基因重排。目前共发现十余种ROS1基因融

合伴侣，主要包括 CD74、SLC34A2、CCDC6、TPM3、
EZR等，其断裂位点主要位于 ROS1基因的第 32~
36号外显子［45］。

2.ROS1基因检测方法及主要特点：ROS1基因
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重排/融合表达检测各种方法学与 ALK相似，但

IHC抗体特异性不佳，目前不能直接用于检测

ROS1基因重排/融合表达，仅可用于ROS1基因融

合 初 筛 。 另 外 ROS1 融 合 类 型 没 有 出 现 如

EML4‑ALK 这 样 特 别 集 中 的 融 合 形 式 。 基 于

qRT‑PCR方法的ROS1融合基因检测具有较高的灵

敏度和特异度，且可与ALK联检。FISH检测是检

测ROS1重排的“金标准”。二代测序检测ROS1基
因变异同样可在DNA水平上检测重排序列，也可

在mRNA水平检测融合序列，但由于ROS1基因序

列的特殊性，基于DNA水平的二代测序检测灵敏

度受文库探针设计及生物信息学分析能力影响较

大，应注意假阴性。

3.ROS1基因检测临床实践常见问题及解决策

略：IHC检测ROS1蛋白表达用于初筛ROS1融合临

床应用前，实验室应经过严格的检测流程、判读标

准、质量控制和保证，阳性病例需经过其他技术平

台进行验证。在进行 FISH、qRT‑PCR及二代测序

检测结果判读时，对于检测结果不能确定、信号不

典型或者位于临界值的患者，应建议使用其他技术

平台进行检测。当和其他基因（如EGFR、ALK等）

一起检测时，可以进行qRT‑PCR或二代测序检测。

（四）PD‑L1
1.PD‑L1表达检测：通过 IHC检测肿瘤细胞和/

或免疫细胞 PD‑L1的表达水平是目前判断NSCLC
患者能否从免疫检查点抑制剂治疗中得到更多获

益的主要评估手段。目前我国已批准 3种标准化

的PD‑L1检测商用试剂盒用于临床检测，包括配套

Dako平台的 PD‑L1 IHC 22C3 pharmDx试剂盒及浓

缩液、PD‑L1 IHC 28‑8 pharmDx试剂盒以及配套

Ventana检测平台 SP263试剂盒。未上市的检测试

剂还包括基于Ventana检测平台的 SP142试剂盒。

不同单抗和 IHC染色平台的使用、PD‑L1染色阳性

截断值的设定与相应的免疫治疗药物疗效相关。

PD‑L1检测所用抗体克隆不同其阳性阈值不同；

PD‑L1染色阳性定义：22C3、28‑8和 SP263抗体的

阳性定义为任何强度完整或部分肿瘤细胞胞膜着

色，SP142抗体将阳性的肿瘤细胞和免疫细胞均纳

入阳性标准中。

2.PD‑L1表达检测临床实践常见问题及解决策

略：经 3.7%中性甲醛固定石蜡包埋的肿瘤组织样

本是检测 PD‑L1表达标准的标本类型。手术切除

标本和活检标本均可进行 PD‑L1检测。由于肿瘤

具有异质性，PD‑L1表达在瘤内和瘤间存在一定的

异质性。采用活检标本进行 PD‑L1应保证足够的

标本量。目前，仅组织学标本被批准用于PD‑L1检
测，细胞学标本尚未经过临床验证，实验室需做好

充分的方法验证和质量控制；在组织学标本不可获

得的情况下，可尝试用细胞学蜡块标本进行

PD‑L1检测，但在报告中应予以必要的说明，仅供

临床参考。应合理安排驱动基因检测和 PD‑L1检
测，建议同时检测，当标本有限时，尤其是肺腺癌患

者 ，应 优 先 考 虑 驱 动 基 因 检 测（EGFR、ALK、
ROS1等）。

（五）MET
1.MET基因变异类型：在 NSCLC的临床实践

中，根据已有的循证医学证据，目前主要关注MET
第 14号外显子跳跃突变和MET扩增的检测。目前

国外已有MET抑制剂获批用于含MET第 14号外

显子跳跃突变 NSCLC患者的靶向治疗，国内亦有

赛沃替尼（Savolitinib）已进入优先审批。MET扩增

包括原发扩增和继发扩增，其中继发扩增较多见于

驱 动 基 因 阳 性 患 者 经 TKI 治 疗 进 展 后 ，是

EGFR‑TKI治疗耐药的重要机制之一，MET抑制剂

赛沃替尼、替泊替尼（Tepotinib）联合 EGFR抑制剂

等已有Ⅰ/Ⅱ期研究数据发表［46‑47］，对耐药患者的后

续临床治疗有一定的指导意义。

2.MET基因变异的常用检测方法及主要特点：

MET第 14号外显子跳跃突变的检测，包括二代测

序或qRT‑PCR直接检测缺失MET第14号外显子的

mRNA，或二代测序在 DNA水平上检测可能导致

MET第14号外显子剪切的基因变异。基于RNA的

检测在临床实践中应注重mRNA质量，在检测前应

做好质控，如发现mRNA已经降解建议重新取材检

测。MET基因探针覆盖范围不够可能导致基于

DNA的二代测序发生漏检，建议二代测序检测应

尽量涵盖第 14号外显子外的如第 13或 14号内含

子上可能发生剪切变异的区域。原位杂交检测是

检测MET扩增的标准方法。目前临床研究中不同

的 FISH 判 读 标 准［Cappuzzo 标 准 和 UCCC
（University of Colorado Cancer Center）标准］均有使

用，在临床实践中建议尽可能采用能够区分出定点

扩增和多倍体的UCCC标准［48］。相较于FISH，二代

测序可用于MET扩增检测，但与 FISH检测的对应

性比较复杂，并可能遗漏MET多体［49］，但是二代测

序可同时检测MET突变和融合等其他变异，且能

实现多基因共检，在临床实践中应用更广。

3.MET基因检测临床实践常见问题及解决策

·· 328

6

棉花糖one
Highlight

棉花糖one
Highlight



中华病理学杂志 2021年4月第 50卷第 4期 Chin J Pathol, April 2021, Vol. 50, No. 4

略：在临床实践中，MET基因第 14号外显子跳跃突

变的检测，可与其他驱动基因变异同时检测，或对

其他驱动基因变异阴性的患者进行单独检测。应

根据可及的检测平台、标本质量及标本类型，合理

选择不同的检测方法。可参考其他融合基因检测

策略。当组织标本不可及时，血浆标本也可以考虑

用于 MET第 14号外显子跳跃突变的检测，作为

补充［50］。

MET扩增的检测尤其在 EGFR‑TKI耐药人群

中，如有充足的肿瘤组织标本，可以考虑优先选择

二代测序。对于检测结果不能确定、有扩增信号但

不典型或者位于临界值的患者，应建议使用 FISH
进行复测。对于特殊患者人群，如EGFR‑TKI耐药

后T790M及其他耐药机制阴性人群，或者组织标本

肿瘤细胞含量较低时，考虑到二代测序检测拷贝数

变异可能存在的漏检风险，MET扩增二代测序报告

阴性时，仍可考虑FISH复测。以组织为参照，血浆

检测MET扩增现有数据表明其灵敏度低，在报告

中应予以必要的说明，血浆检测仅供临床参考，检

测阴性不能排除MET扩增。

（六）其他靶分子

1.HER2、BRAF、KRAS、RET、NTRK等：除了上

述靶分子外，HER2基因突变或扩增、BRAF突变、

KRAS突变、RET基因重排、NTRK家族基因重排

等，均为NSCLC中重要的驱动基因变异，并是潜在

的治疗靶点［51］。他们的检测方法可参照基因点突

变、基因重排类型的检测方法和检测策略。更多的

尚需临床实践的积累。HER2是酪氨酸激酶受体

ERBB家族成员之一，HER2基因突变或扩增是

NSCLC的驱动基因之一，其中最常见的基因变异为

HER2外显子20插入性突变，在NSCLC的突变率为

2%~4%［52］。BRAF突变可导致MAPK/ERK信号通

路异常活化，BRAF 突变常见位点为 V600，在

NSCLC 中变异频率为 1%~2%［53］。亚洲人群中

KRAS基因突变率为 8%~10%，突变位点位于外显

子 2及 3，易发生在吸烟的肺腺癌患者，并且易伴发

其他基因变异，如 LKB1、p53、CDKN2A/B等，KRAS
突变与患者预后差、耐药等相关［54］。NSCLC中RET
融合基因变异频率为 1%~4%，最常见的RET基因

融合伴侣为 KIF5B（70%~90%）和 CCDC6（10%~
25%），美 国 食 品 药 品 管 理 局（FDA）已 批 准

Selpercatinib和 Pralsetinib用于伴有 RET易位的肿

瘤［55］，国内亦有普拉替尼进入优先审批。NTRK融

合基因在 NSCLC中罕见，发生率小于 0.1%，美国

FDA已批准 Larotrectinib及 Entrectinib用于 NTRK
融合阳性的实体瘤的靶向治疗［56‑57］。

2.TMB：目前还没有通用标准值和检测流程，

但在部分临床研究和实践中已经在使用的生物标

志物，涉及二代测序Panel设计及算法，以及肿瘤人

群数据的划分，相对复杂，国际上也暂无指南共识，

仅有个别检测方法获批，因此还需要更多的临床试

验及真实数据的验证。

六、检测策略优化

检测策略应该兼顾时效性和靶向基因数量，在

评估患者可供检测的标本质量及能适用的检测方

法后，综合考虑患者就诊时间和疾病进展情况，对

初测和复测的患者选择适宜的检测策略，为临床治

疗决策提供最大程度的帮助。优先推荐多基因联

合检测，如多重 PCR；高通量基因检测是未来发展

方向；在组织标本不足、医院条件限制等情况下，可

首选单基因检测。

1.单基因检测：EGFR、ALK、ROS1均可进行单

基因分别检测；在某些特殊临床检测场景中，优先

推荐单基因检测：（1）对于部分晚期患者，在组织标

本量极少，不能满足联合检测的情况下可试行

ALK IHC和/或ROS1的 FISH单基因检测；（2）组织

标本质量欠佳，不能满足二代测序等检测要求时，

应用FISH检测ALK和/或ROS1重排。其余基因可

考虑血液/脑脊液检测；对于第一、二代 EGFR‑TKI
耐药患者，如样本量较少，可仅考虑进行 T790M
检测。

2.多基因联合检测：使用多种平台行多基因联

合检测，如 qRT‑PCR同时检测 EGFR、ALK、ROS1、
RET和MET第 14号外显子跳跃突变。应重视多基

因联合检测对各自基因变异检测的局限性，必要时

可联合单基因检测技术。因多基因、多平台联合检

测组织样本消耗较多，且成本较高，如要对所有必

检和扩展靶点基因进行全面检测，推荐高通量基因

检测。

3.高通量基因检测：相比传统的检测方法，二

代测序一次实验可同时对多个靶点基因的突变、重

排和扩增进行检测，从而有效地避免样本浪费、节

约检测时间并相对地降低检测费用，因此，有条件

的实验室推荐对初治患者使用二代测序对NSCLC
的所有必检和扩展靶点基因进行筛选，对于

EGFR‑TKI耐药患者也推荐二代测序检测，以全面

地查找耐药原因。但是，需认识到二代测序平台自

身的一些缺陷，必要时可使用其他单基因检测或多
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基因联合检测的方法并用或验证，尤其对于二代测

序检测结果全阴的样本。如DNA二代测序检测结

果驱动基因阴性的样本，可以使用其他检测方法在

RNA或蛋白水平复检，以保证全面地检出靶点基

因变异。

七、室内外质控

1.检测实验室应在临床应用前建立及优化检

测规范化流程，并进行性能验证。

2.检测实验室应定期参加室间质评活动，每项

检测项目每年至少两次。

3.检测实验室均应设置阴、阳性对照。

4.检测实验室应制定专人负责基因检测的质

量控制，定期组织人员比对、培训及数据总结和

分析。

在临床操作中，行之有效的质量控制系统对于

病理诊断与评估的可信度来说至关重要。检测实

验室应在临床应用前建立及优化基因检测规范化

流程，并进行性能验证［阴阳性符合率、最低检测限

（如适用）等］。质量控制主要包括室内质控与室间

质控。室内质控除了常规性的设立阳性及阴性对

照，还包括不同检测方法比对、不同检测人员比对、

新试剂性能验证及定期抽检等，以及定期进行人员

培训及数据总结和分析。室内质控的主要目的就

是确保实验步骤的准确性和控制实验室每次检测

结果的可靠性、有效性。检测实验室应定期参加室

间质评活动，每年至少两次。室间质控可以通过参

加国内权威机构举办的室间质评活动来完成，也可

通过与其他实验室（如已获资格认可的实验室、使

用相同检测方法的实验室或使用配套系统的实验

室）比对的方式确定检验结果的可靠性。

八、临床病理沟通

应建立包括临床医师、病理医师、分子检测及

生物信息学分析人员等在内的分子肿瘤团队及相

关运行机制，加强临床病理沟通。沟通内容包括但

不限于：（1）分子病理检测送检流程（包括基因检测

前、检测后及耐药后再次检测）及分子病理报告内

涵；（2）本单位检测或外送检测的肿瘤组织或细胞

学标本应由病理医师进行肿瘤细胞含量的评估；

（3）当存在检测结果不一致或与临床病理不符时，

应与检测医师或相关人员沟通，确保检测结果均无

异议时，方可进行相关治疗；（4）当需要外送独立实

验室检测时，应联合对外送检测的独立实验室进行

质量评价；（5）靶向药物耐药机制检测内容的制定；

（6）开展定期相关专业进展学术会议。

免责声明 本文中公布的临床实践指南内容由专家组成员依据现

有医学证据及临床实践经验共同讨论形成，以帮助相关人员进行

非小细胞肺癌分子病理检测或临床治疗决策。其中的内容可能不

够全面或不够充分。医学知识发展迅速，在本指南产生到发表期

间均可能出现新的证据，而这些可能并没有体现在本指南中。另

外，因检测流程复杂、实验室条件差异以及患者之间存在个体差异

等影响检测决策或结果，因此，本指南中内容的采用应结合检测条

件、政策许可以及专业人员的专业知识独立判断。对本指南内容

的使用是自愿的。专家组成员明确否认对文中所提及的任何产品

具有商业性目的。专家组对因使用本指南内容而造成的或与之相

关的任何人身伤害或财产损失，或任何错误或遗漏不承担责任。

中国非小细胞肺癌分子病理检测临床实践指南专家组成员

（按单位名称汉语拼音字母顺序排列）：北京大学人民医院

胸外科（杨帆）；北京大学医学部病理学系（张波）；北京大学

肿瘤医院病理科（林冬梅）；北京医院病理科（刘东戈）；复旦

大学附属肿瘤医院病理科（李媛、周晓燕）；广东省人民医

院 广东省肺癌研究所肿瘤内科（吴一龙、张绪超）；河南省

肿瘤医院病理科（马杰）；解放军总医院第一医学中心病理

科（石怀银）；空军军医大学西京医院病理科（王哲）；上海市

胸科医院 上海交通大学附属胸科医院病理科（韩昱晨），肿

瘤科（陆舜）；首都医科大学宣武医院病理科（滕梁红）；四川

大学华西医院病理科（唐源、蒋莉莉）；苏州大学附属第一

医院病理科（郭凌川），胸外科（马海涛）；郑州大学第一附属

医院病理科（李文才）；中国科学院大学附属肿瘤医院（浙江

省肿瘤医院）（苏丹）；中国医学科学院 北京协和医学院 北

京协和医院病理科（梁智勇、师晓华、吴焕文、武莎斐、曾

瑄），呼吸科（王孟昭）；中国医学科学院 北京协和医学院 肿

瘤医院病理科（李卫华、邱田、应建明）；中山大学附属第一

医院病理科（韩安家）；中山大学附属肿瘤医院分子病理室

（邵建永）
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【摘要】 伴有间变性淋巴瘤激酶（ALK）基因融合的肺癌是非小细胞肺癌一个重要的临床亚型。

ALK抑制剂对伴有ALK基因融合的晚期非小细胞肺癌患者显示出显著的临床获益。选择准确、快

速、恰当的ALK检测方法，筛选出适用ALK抑制剂的目标人群具有重要临床意义。近年来ALK抑制

剂的研发和临床应用取得了极大的进展，获得性耐药机制逐渐阐明，同时，新的ALK检测伴随诊断平

台进入临床应用。尽管大量的比对研究已经证实各检测平台间存在较高的符合率，但检测实践过程

中，新的问题不断出现。针对不同检测人群、检测标本，选择恰当的检测方法，并制定、优化及遵守规

范化检测流程才能获得准确的检测结果，使患者得到最大程度的获益。随着临床实践数据的不断积

累、更多的关于ALK检测质控以及多中心研究的开展，为我们提供了大量的资料，并取得了共识。参

与本专家共识讨论的专家均具有丰富的理论和临床实践检测经验，保证了该共识的实践指导价值。

间 变 性 淋 巴 瘤 激 酶（anaplastic lymphoma
kinase，ALK）基因融合在我国非小细胞肺癌中的发

生 率 约 5.6%［1］，其 中 腺 癌 的 发 生 率 为 6.6%~
9.6%［2-3］。近年来ALK抑制剂的研发和临床应用取

得 了 较 大 的 突 破 ，包 括 一 代［如 克 唑 替 尼

（Crizotinib）］、二代［如阿来替尼（Alectinib）、塞瑞替

尼（Ceritinib）、Brigatinib］乃至三代 ALK 抑制剂

（Lorlatinib），可明显提高ALK阳性晚期非小细胞肺

癌患者的客观缓解率并延长无进展生存时间

（progression-free survival，PFS）。选择准确、快速、

恰当的ALK检测方法，筛选出适用ALK抑制剂的

目标人群具有重要临床意义。另外，随着越来越多

的ALK基因罕见融合亚型的发现，以及ALK抑制

剂获得性耐药机制的阐明，临床对ALK基因检测

DOI:10.3760/cma.j.issn.1005-1201.2019.0.001
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的内涵提出了更多的需求。

ALK基因易位导致ALK融合基因的表达（下

文中提及的ALK阳性是指ALK基因易位或ALK融

合基因表达），这一分子生物学基础决定了检测

ALK基因融合可以在多个分子水平上进行，包括荧

光 原 位 杂 交（fluorescence in situ hybridization，
FISH）在DNA水平上检测ALK基因易位；即时荧光

定 量 聚 合 酶 链 反 应（real time polymerase chain
reaction，RT-PCR）检测ALK融合mRNA；免疫组织

化学（immunohistochemistry，IHC）检测ALK融合蛋

白表达，以及二代测序（next-generation sequencing，
NGS）技术检测DNA水平上的易位序列或mRNA水
平上的融合序列。我国是目前全球ALK检测伴随

诊断平台应用最多的国家。大量的比对研究已经

证实了各检测平台间存在较高的符合率，但检测实

践过程中仍存在较多问题，如各检测平台结果不一

致病例的处理，ALK检测结果判读中不典型病例的

解决路径推荐等。针对不同检测人群、检测标本，

选择恰当的检测方法，并制定、优化及遵守规范化

检测流程才能获得准确的检测结果，使患者得到最

大程度的获益，中国病理及临床专家制定了ALK
检测专家共识（2013年）［4］，对规范化ALK基因融合

检测起到了重要作用。但临床实践数据的不断积

累、检测问题的不断发现、新检测技术平台的应用，

以及更多的关于ALK检测质控以及多中心研究的

开展，促进了本共识的达成并提供了大量的资料。

参与本共识的临床、外科病理、分子病理专家均具

有丰富的理论和临床实践检测经验，希望本共识能

为我国的ALK检测提供切实的实践指导。

一、ALK检测的临床意义

1.伴有ALK基因融合的不可手术晚期非小细

胞肺癌患者接受ALK抑制剂治疗，客观缓解率和

PFS显著优于含铂化疗，并改善患者的生活质量。

反之，ALK基因融合阴性患者并不能从ALK抑制

剂治疗中获益。ALK抑制剂针对ALK融合基因及

蛋白表达研发，多个多中心随机对照Ⅲ期临床研究

证实其客观缓解率高，患者中位 PFS得到明显延

长［5-6］，这使得ALK成为非小细胞肺癌中除了表皮

生 长 因 子 受 体（epithelial growth factor receptor，
EGFR）外的第2个推荐检测位点，也奠定了ALK抑

制剂作为一线药物治疗ALK阳性非小细胞肺癌的

基础地位。对于初治ALK阳性晚期非小细胞肺癌

患者，ALK抑制剂疗效显著优于传统化疗方案，同

时ALK抑制剂相关不良反应较轻微，主要为腹泻、

恶心、呕吐等1~2级消化道不良反应以及视觉障碍

等，显著改善了患者的生活质量。

2.伴有ALK基因融合的非小细胞肺癌手术患

者与预后差相关，无复发生存时间（recurrence-free
survival，RFS）较短。研究表明，手术切除的非小细

胞肺癌患者，ALK阳性患者比 EGFR突变患者的

RFS更短，提示ALK阳性患者术后应采取更积极的

随诊计划或进行辅助治疗［7］。
二、ALK检测的适用人群

1.所有经病理学诊断为肺浸润性腺癌（包括含

腺癌成分）患者均需进行ALK检测。在我国，未经

选择的非小细胞肺癌中 ALK 阳性病例约占

5.6%［1］，其中肺腺癌阳性率约 6.6%~9.6%［2-3］，晚期

患者阳性率高于早期患者。对于晚期非小细胞肺

癌患者，ALK基因检测能够有效筛选ALK抑制剂

获益人群。对于手术切除患者，ALK阳性非小细胞

肺癌患者的预后较差。因此，本共识强烈推荐经病

理学诊断为肺浸润性腺癌（包括含腺癌成分）的患

者，不管其分期，均需进行ALK基因检测。

2.经活检组织病理学诊断为非腺癌的晚期非

小细胞肺癌患者推荐进行ALK检测。ALK基因融

合可在肺鳞状细胞癌中检出［8］，有多个个案报道在

鳞状细胞癌患者中检测出棘皮动物微管相关类蛋

白 4（echinoderm microtubule-associated protein-like
4，EML4）-ALK基因融合，且可在接受ALK抑制剂

治疗中获益［9］；同时针对我国 1 134例晚期（Ⅲb~
Ⅳ期）非小细胞肺癌研究数据显示，在鳞状细胞癌

中ALK基因融合发生率可达 3.7%［10］。除此之外，

部分由活检诊断为鳞状细胞癌的患者，经术后病理

证实存在肺腺癌成分［11］，因此我们推荐经活检组织

病理学诊断为非腺癌的晚期非小细胞肺癌患者可

以进行ALK检测，以期筛选出ALK阳性患者获得

更佳治疗方案的选择。

三、ALK靶向药物

1.一代ALK抑制剂克唑替尼和二代ALK抑制

剂阿来替尼均可用于晚期ALK阳性非小细胞肺癌

患者的一线治疗，阿来替尼优先。目前，国家药品

监 督 管 理 局 （National Medical Products
Administration，NMPA）批准上市的 ALK抑制剂包

括克唑替尼、阿来替尼和塞瑞替尼。PROFILE
1014研究证实克唑替尼作为晚期ALK阳性非小细

胞肺癌患者的一线治疗明显优于标准含铂化疗，因

此推荐克唑替尼作为一线治疗方案［5］。基于

ALEX、J-ALEX和ALESIA研究的结果，阿来替尼作
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为晚期ALK阳性非小细胞肺癌患者的一线治疗优

于克唑替尼，因此作为一线的优先推荐治疗

方案［12-13］。
2.二代ALK抑制剂阿来替尼和塞瑞替尼均用

于晚期ALK阳性非小细胞肺癌患者经克唑替尼治

疗耐药后的二线治疗。ASCEND系列研究证实了

塞瑞替尼在未经治疗或经克唑替尼治疗失败的

ALK阳性非小细胞肺癌患者中的疗效均优于含铂

化疗［14］，但目前NMPA尚未批准塞瑞替尼的一线适

应证，仅批准塞瑞替尼用于克唑替尼耐药后的二线

治疗。其他的二代ALK抑制剂如Brigatinib等以及

三代ALK抑制剂 Lorlatinib等，亦显示出作为一线

治疗，或经一代/二代ALK抑制剂耐药后的后线治

疗中具有应用前景的治疗效果。

四、ALK检测基因异常类型

初治患者进行ALK基因异常检测时，必须检

测是否存在基因易位/融合/表达，可进行ALK融合

变体亚型检测及易位丰度检测。目前至少发现了

20多种EML4-ALK融合变体亚型，其中，最常见的

是 EML4的变体 1［v1：外显子 13与ALK的外显子

20融合（E13；A20）］和变体 3v3a/b［外显子 6a/b与
ALK的外显子 20融合（E6a/b；A20）］，这两种变体

类型约占总体的 60%［1］。所有的变体都保留了

ALK的整个酪氨酸激酶结构域和EML4的N末端

卷曲螺旋区域，这对于ALK的二聚化和组成型激

活是必不可少的。ALK除最常见与EML4融合外，

也可以与TFG、KLC1、SOCS5、H1P1、TPR、BIRC6等
基因融合［15］。研究结果显示，不同的变异亚型可能

与抗ALK治疗的PFS时间相关，但限于研究人群的

局限性，以及不同药物的作用机制存在差异，不同

研究的结果存在差异［16-17］，因此，这些复杂的ALK
变异类型及其临床意义尚待我们进一步研究。而

突变丰度与疗效的关系研究也处于探索阶段。

ALK激酶区的突变极少见于初治ALK易位患者，

主要出现于ALK抑制剂治疗耐药后患者。目前临

床实践主要依据患者有无ALK基因易位/融合/表
达来决定是否使用ALK抑制剂。因此目前我们强

烈推荐初治患者进行ALK基因异常检测时，必须

检测是否存在基因易位/融合/表达，可进行ALK融

合变体亚型检测及易位丰度检测。针对ALK抑制

剂耐药患者，需要考虑ALK获得性耐药突变的相

关检测。

五、ALK检测方法及判读标准

1.Ventana-D5F3 IHC、FISH、RT-PCR、NGS均可

用于ALK基因融合检测，判读标准参照试剂盒说

明书。

2.检测结果报告格式应规范化。目前，我国

NMPA批准了 4个技术平台的ALK基因检测伴随

诊断试剂，包括 ALK Ventana-D5F3 IHC、FISH、
RT-PCR、NGS检测平台。研究结果显示，这 4个技

术平台检测试剂均具有较高的灵敏度及特异度。

专家组强烈推荐这 4种方法均可用于ALK基因融

合检测，依据临床具体情况及实验室条件进行检测

方法的选择，并通过必要的性能验证或性能确认，

确立检测分析前、分析中和分析后全流程的标准操

作程序。判读标准参考试剂盒说明书。各检测平

台结果报告应设置规范化的格式。

3.非Ventana D5F3抗体 IHC检测仅用于初筛。

由于快速、经济、操作简单，IHC检测方法在各病理

实验室广泛开展。目前有4种ALK抗体克隆，包括

ALK1、5A4、D5F3以及 1A4。由于ALK1灵敏度较

低（67%），而1A4的特异度较低（70%），均不推荐应

用于临床；ALK 5A4及D5F3均具有较高的灵敏度

及特异度（95%~100%）［18］，但检测实践过程中ALK
5A4 IHC灵敏度及特异度依据阳性强度或H评分

界定值不同而不同，因此专家共识建议非Ventana
D5F3抗体 IHC检测仅用于ALK检测结果初筛。为

规范化ALK IHC初筛检测，我国病理专家编写了

《常规免疫组织化学初筛 ALK阳性非小细胞肺癌

专家共识》［19］。
4. 对 于 非 腺 癌 患 者 ，在 进 行 ALK

Ventana-D5F3 IHC结果判读时，应谨慎，必要时加

备注。ALK Ventana-D5F3 IHC检测试剂及判读标

准是针对肺腺癌样本设计的。在临床实践中，有些

低分化癌、伴神经内分泌分化、鳞状细胞癌等会有

异质性或者棋盘状的假阳性着色，属于真实信号，

但是ALK融合蛋白阴性（尤其注意活检标本），因

此对于非腺癌患者，在进行ALK Ventana-D5F3 IHC
结果判读时需要格外谨慎，必要时可加备注进一步

说明或建议使用其他技术平台进行验证。

5.在进行ALK Ventana-D5F3 IHC检测结果判

读时，对于检测结果不能确定的患者，应建议使用

其他技术平台进行复检。ALK Ventana-D5F3 IHC
检测方法是目前最快速、经济的方法，且二元结果

判读标准简单。然而，在临床实践中要警惕ALK
Ventana IHC结果判读中存在的一些陷阱，避免假

阳性或假阴性。首先，富含胞内黏液的实体型肺腺

癌中易出现ALK融合基因，一方面由于胞内黏液
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非特异性吸附，易被误判为假阳性的可能，另一方

面，由于黏液挤压细胞胞质，真实阳性信号易被忽

视，而被错判为阴性，因此我们在判读富含黏液分

泌的病例时，要格外留意阳性信号的部位及真假；

其次，假阳性着色可出现于：肺泡内巨噬细胞、神经

纤维及神经节细胞、呼吸道上皮细胞、坏死组织碎

片及细胞外黏液吸附，在判读时要加以区分。在全

国多中心研究质控数据分析中也发现了很多染色

不典型、结果判读不确定的病例，针对此类情况，需

再次强调标本规范化处理、室内质控、室间质评的

重要性。判读时要注意以下几个要点，尤其是信号

较浅、信号分布不均的情况：（1）整体染色情况（间

质背景是否干净）；（2）关注亚器官定位，信号位于

胞质或者胞质和胞膜（细胞核不应着色）；（3）染色

相对均匀（ALK异质性少见），胞质内的着色也相对

均匀（信号点大小较为均匀）；（4）注意腔缘效应以

及黏液、坏死等导致的非特异性着色。总之，在进

行Ventana-D5F3 IHC检测结果判读时，对于结果不

能确定的患者，专家共识建议使用其他技术平台进

行复检［3］。
6.在进行 FISH结果判读时，对于分离信号肿

瘤细胞比例在临界值附近的病例，判读应谨慎，必

要时加备注，并建议使用其他技术平台进行复检。

7.在进行 FISH结果判读时，对于存在不典型

信号时，如单绿信号（5′端荧光信号）或伴扩增等，

应定义为不典型病例，并建议使用其他技术平台进

行复检。FISH检测ALK基因易位是经典的检测方

法。但由于EML4-ALK易位是倒置易位，有些病例

荧光分离信号距离较近，且断裂点附近不稳定，会

产生染色体崩塌导致距离更近，加上立体空间位

置，可造成假阴性判读结果。另外，在试剂盒判读

标准中，ALK单绿信号（5′端荧光信号）被判为阴

性，但有研究显示，部分此类病例经其他技术平台

证实存在ALK基因融合表达，且显示出对ALK抑

制剂治疗有效［20］。故本专家共识推荐，对于 FISH
信号不典型病例，应推荐其他技术平台进行复检。

8.在进行RT-PCR结果判读时，对于Ct值在阈

值范围附近的病例，判读应谨慎，必要时加备注，并

建议使用其他技术平台进行复检。基于RT-PCR
检测ALK融合基因表达方法的灵敏度和特异度均

较高，但因为RT-PCR只能检测已知ALK融合基因

类型，所以存在假阴性可能。同时，因涉及基于

mRNA的PCR扩增，其对于检测环境和标本质量都

有比较高的要求，因此应强化内、外部质控，避免污

染。对于Ct值在阈值范围附近的患者，在进行结

果判读时需要谨慎对待，需结合标本质量、肿瘤细

胞含量、质控情况等综合分析。必要时加备注，并

建议使用其他技术平台进行复检。

9.在进行NGS检测ALK结果判读时，应充分

掌握NGS检测平台及试剂的特点和局限性，结合标

本情况、检测质控及测序数据等进行综合判读。

对于质控不合格或结果不典型病例，报告时应加备

注，并建议使用其他技术平台进行复检。NGS在基

因检测中的地位越来越高，除了点突变，也可以检

测基因易位，同时可以和其他基因如 EGFR、
K-RAS、CMET等几个乃至几百个基因一起检测。

根据建库平台不同，其检测的基因分子类型不同。

一般情况下，ALK基因融合通过捕获平台在DNA
水平或扩增子平台在RNA水平上进行检测。基于

捕获平台检测结果的灵敏度和特异度均很高，而且

能够检测到包括已知和未知位点在内的所有

ALK易位，但是其准确性可能会受捕获探针的覆盖

度、标本DNA质量，以及生物信息学分析等关键因

素影响。另外，极少数情况下，在DNA水平上检测

到的基因易位可能并不会引起融合蛋白的表达。

在RNA水平上采用扩增子的测序方式具有很高的

检测灵敏度和特异度，而且极少的RNA投入量就

能够在转录水平检测到 ALK融合基因表达。但

是，其检测范围一般仅局限于特定的常见位点，罕

见融合可能会漏检。另外，与RT-PCR相似，其对

于检测环境和标本质量都有比较高的要求。鉴于

这两种常用的NGS方法均存在一些不足，近年来出

现了使用捕获平台同时在DNA和RNA水平上进行

测序的方法，可以在一定程度上提高ALK融合检

测的准确性和灵敏度，但是，该方法成本较高，RNA
的投入量也比扩增子平台更多。NGS检测流程复

杂，影响因素繁多。在进行ALK结果判读时，应充

分掌握NGS检测平台及试剂的特点和局限性，并结

合标本情况、检测质控及测序数据等进行综合

判读。

六、ALK检测的标本类型

检测标本优先使用肿瘤组织标本。肿瘤组织

标本不满足要求时，推荐使用细胞学标本。对于少

数客观条件上不能获得组织或细胞学标本的晚期

肺癌患者，可尝试血液/脑脊液检测。

多种样本均可用于ALK基因融合检测。考虑

到检测平台对肿瘤细胞比例及肿瘤细胞量的需求，

我们首先推荐选择手术切除或活检获取的石蜡包
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埋的肿瘤组织标本进行ALK检测；如果手术样本

保存时间过长（3年以上）、未经过规范化前处理的

标本可影响检测结果。晚期肺癌患者无法获取肿

瘤组织标本时，细胞学样本包括细胞学穿刺标本或

胸水细胞块等经病理学评估肿瘤细胞量满足需要

的，推荐用于ALK检测。对于少数晚期非小细胞

肺癌患者无法获得组织学或细胞学样本的，专家共

识建议尝试使用血液/脑脊液进行ALK检测［21］。
七、ALK检测策略优化

1.优先应用Ventana-D5F3 IHC进行ALK检测。

ALK Ventana-D5F3 IHC快速、经济、操作简单，且具

有较高的灵敏度（100%）及特异度（98%）［18］。同

时，对于ALK Ventana-D5F3 IHC阳性但 FISH阴性

的患者，接受ALK抑制剂治疗疗效显著［15，20，22］。同

时无论是石蜡包埋组织样本或细胞块样本，还是原

发灶或转移灶样本中，ALK Ventana-D5F3的 IHC与
FISH均表现出较高的一致性（94%~100%）［18］。除

上述优点之外，由于石蜡包埋组织样本中蛋白质相

对稳定，ALK Ventana-D5F3 IHC可以检测较长时间

的样本，且所需的组织样本量较小。因此专家组强

烈推荐优先应用 Ventana-D5F3 IHC进行 ALK检

测。同时，为了降低样本耗损、加快检测流程，专家

组推荐可以将肺癌鉴别诊断免疫组织化学标志物

与ALK Ventana-D5F3 IHC等同时进行检测。

2.当和其他基因（如EGFR、ROS1等）一起检测

时，可以联合 FISH和 RT-PCR，或进行 RT-PCR或

NGS多基因检测。当标本量有限，如晚期非小细胞

肺癌活检样本，且临床需要同时了解其他基因（如

EGFR、KRAS、ROS1等）变异情况时，为了节约样本

及检测时间，专家组推荐可以联合FISH和RT-PCR
进行多基因同时检测，或进行 RT-PCR或 NGS检
测，实现多个基因组合检测［23］。
3.当怀疑检测标本有质量问题时，优先应用

FISH检测。ALK各检测平台各有优缺点，当我们

遇到例如ALK Ventana-D5F3 IHC染色结果不均匀

或者染色结果较浅等提示标本处理不当或者保存

时间过长等质量问题时，专家组推荐优先应用

FISH检测。FISH检测依然是ALK基因易位检测

的经典方法，其检测结果直观稳定，通过直接在显

微镜下观察细胞核染色质形态及分离信号。

4.临床病理特征可用于优先检测项目及方法

的选择。ALK阳性非小细胞肺癌患者具有一定的

临床病理特征，ALK基因融合更常见于年轻（中位

年龄 55岁）、非吸烟、富含胞内黏液的实体型肺腺

癌患者中，男女患者比例相近，且常与其他驱动基

因突变如EGFR、KRAS、ROS1等互斥［2，24］。我们可

以依据患者临床病理特征进行优先检测项目及检

测方法的选择，例如具备上述临床病理特征的患者

我们可以优先进行ALK Ventana-D5F3 IHC检测。

八、ALK检测临床实践中存在的问题及解决

策略

1.所有病例包括本单位检测或外送检测的肿

瘤组织或细胞学标本应由病理医师进行肿瘤细胞

含量的评估。ALK IHC、FISH、RT-PCR、NGS各检

测平台对肿瘤细胞含量均有一定的要求，如 FISH
检测判读标准要求至少判读100个肿瘤细胞，而以

PCR为基础的RT-PCR技术和NGS技术，不仅需要

一定的细胞量，同时需满足一定的肿瘤细胞比例

（需对照产品的最低检测限等参数）。对于扩增子

为基础的 NGS技术一般需要 5~10 ng核酸（大约

1 000个肿瘤细胞），以杂交捕获为基础的NGS技术

需要 50~200 ng核酸，只有满足要求才能保证检测

结果的准确性，因此所有病例包括本单位检测或外

送检测的肿瘤组织或细胞学标本均应先由病理医

师进行肿瘤细胞比例及含量的评估。

2.当存在 IHC、FISH、RT-PCR、NGS检测结果

不一致时，临床医师应与检测医师或相关人员沟

通，确保检测结果均无异议时，才可进行ALK抑制

剂的治疗。

3.当需要外送独立实验室检测时，临床医师应

对外送检测的独立实验室进行质量评价。本共识

首先推荐在有能力的医院病理科实验室进行ALK
基因融合检测。当需要外送独立实验室进行检测

时，临床医师应对送检的独立实验室进行质量评

估，以确保检测结果的准确性。

4.临床医师与组织病理医师及分子检测人员

应及时就 ALK基因检测进行必要的沟通，包括

ALK基因检测前、ALK基因检测后及服用ALK抑

制剂耐药后再次检测时。在临床实践过程中我们

偶尔会遇到病理特征、临床特征及用药疗效与分子

检测结果不一致的病例，此时须强调临床医师、组

织病理医师及分子检测人员之间及时相互沟通，包

括ALK基因检测前、ALK基因检测后及服用ALK
抑制剂耐药后再次检测时，在沟通过程中可以及时

发现检测问题及特殊病例，为今后检测经验及实践

数据的积累提供更多资料。

九、ALK检测的室内外质控

1.检测实验室应在临床应用前建立及优化ALK
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检测规范化操作流程，并进行必要的性能验证。

2.检测实验室应定期参加ALK检测室间质评

活动，每年至少2次。

3.检测实验室均应设置阴、阳性对照。

4.检测实验室应制定专人负责ALK基因检测

的质量控制，定期组织人员比对、培训及数据总结

和分析。

在临床操作中，行之有效的质量控制系统对于

病理诊断与评估的可信度来说至关重要。检测实

验室应在临床应用前建立及优化ALK检测规范化

操作流程，并进行必要的性能验证［包括但不限于

阴阳性符合率、最低检测限（如适用）等］。质量控

制主要包括室内质控与室间质评。室内质控除了

常规性的设立阳性及阴性对照，还包括不同检测方

法比对、不同检测人员比对、新试剂性能验证及定

期抽检等，以及定期进行人员培训及数据总结和分

析。室内质控的主要目的是确保实验步骤的准确

性和控制实验室每次检测结果的可靠性、有效性。

检测实验室应定期参加ALK检测室间质评活动，

每年至少 2次。室间质评可以通过参加国内权威

机构举办的室间质评活动来完成，也可通过与其他

实验室（如已获资格认可的实验室、使用相同检测

方法的实验室等）比对的方式确定检测结果的可

信度。

十、ALK抑制剂耐药机制检测

1.对于ALK抑制剂耐药的患者，基因检测内容

应由临床医师和分子病理检测医师共同讨论决定。

2.耐药患者进行基因检测时，建议优先应用

NGS检测，检测内容包括获得性突变和融合突变类

型等。

ALK抑制剂耐药可分为原发性和继发性耐药，

主要包括EML4-ALK融合亚型的影响、ALK激酶区

突变、ALK基因扩增，以及基因旁路的激活、组织亚

型或谱系改变等［25］。对于 ALK抑制剂耐药的患

者，专家组建议基因检测内容应由临床医师和分子

病理检测医师共同讨论决定。如果患者在接受

ALK抑制剂一线治疗后出现耐药，建议患者再取活

检进行组织学诊断和基因检测，优先进行NGS基因

检测，分析具体基因变异类型，包括获得性突变和

融合突变类型等，用于指导选择最恰当的二线治疗

药物。本共识要点总结见表1。
免责声明 本文中公布的临床实践专家共识内容由专家组

成员依据现有医学证据及实践经验共同讨论形成，以帮助

相关人员进行ALK基因检测或临床决策。其中的内容可能

不够全面或不够充分。医学知识发展迅速，在本共识产生

到发表期间均可能出现新的证据，而这些可能并没有体现

在本共识中。另外，因检测流程复杂、实验室条件差异以及

患者之间存在个体差异等影响检测决策或结果，因此，本共

识中内容的采用应结合检测条件、政策许可以及专业人员

的独立专业判断。对本共识内容的使用是自愿的。专家组

成员明确否认对文中所提及的任何产品具有商业性目的。

专家组对因使用本共识内容而造成的或与之相关的任何人

身伤害或财产损失，或任何错误或遗漏不承担任何责任。
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表1 中国非小细胞肺癌ALK检测临床实践专家共识要点

序号

1.ALK检测的临床意义

1.1
1.2
2.ALK检测的适用人群

2.1
2.2
3.ALK靶向药物

3.1
3.2
3.3
3.4
4.ALK检测基因异常类型

5.ALK检测方法及判读标准

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
6.ALK检测的标本类型

6.1
6.2
6.3
7.ALK检测策略优化

7.1
7.2
7.3
7.4
8.ALK检测临床实践中存在的问题及解决策略

8.1
8.2
8.3
8.4
9.ALK检测的室内外质控

9.1
9.2
9.3
9.4
10.ALK抑制剂耐药机制检测

10.1
10.2

专家共识推荐要点

伴有ALK基因融合的不可手术晚期非小细胞肺癌患者接受ALK抑制剂治疗，客观缓解率和无进展生存时间显著
优于含铂化疗，并改善患者的生活质量。反之，ALK基因融合阴性患者并不能从ALK抑制剂治疗中获益

伴有ALK基因融合的非小细胞肺癌手术患者与预后差相关，无复发生存时间较短

所有经病理学诊断为肺浸润性腺癌（包括含腺癌成分）患者均需进行ALK基因融合检测

经活检组织病理学证实为非腺癌的晚期非小细胞肺癌患者推荐进行ALK基因融合检测

二代ALK抑制剂阿来替尼（Alectinib）优先用于晚期ALK融合基因阳性非小细胞肺癌患者的一线治疗

一代ALK抑制剂克唑替尼（Crizotinib）用于晚期ALK融合基因阳性非小细胞肺癌患者的一线治疗

二代ALK抑制剂阿来替尼用于晚期ALK融合基因阳性非小细胞肺癌患者经克唑替尼治疗耐药后的二线治疗

二代ALK抑制剂塞瑞替尼（Ceritinib）用于晚期ALK融合基因阳性非小细胞肺癌患者经克唑替尼耐药后的二线治疗

初治患者进行ALK基因异常检测时，必须检测是否存在基因易位/融合/表达，可进行ALK融合变体亚型检测及易位
丰度检测等

Ventana-D5F3 IHC、FISH、RT-PCR、NGS均可用于ALK基因融合检测，判读标准参照国家相关部分批准的试剂盒说明书

检测结果报告格式规范化

非Ventana-D5F3抗体进行免疫组织化学检测仅用于初筛

非腺癌标本进行Ventana-D5F3 IHC结果判读时应谨慎，必要时加备注

在进行Ventana-D5F3 IHC检测结果判读时，对于结果不能确定的患者，应建议使用其他技术平台进行复检

在进行FISH结果判读时，对于分离信号肿瘤细胞比例在临界值附近的病例，判读应谨慎，必要时加备注，并建议使用
其他技术平台进行复检

在进行FISH结果判读时，对于存在不典型信号时，如单绿信号（5′端荧光信号）或伴扩增等，应定义为不典型病例，
并建议使用其他技术平台进行复检

在进行RT-PCR结果判读时，对于Ct值在阈值范围附近的病例，判读应谨慎，必要时加备注，并建议使用其他技术平台
进行复检

在进行NGS检测ALK结果判读时，应充分掌握NGS检测平台及试剂的特点和局限性，结合标本情况、检测质控及测序
数据等进行综合判读。对于质控不合格或结果不典型病例，报告时应加备注，并建议使用其他技术平台进行复检

检测标本优先使用肿瘤组织标本

肿瘤组织标本不满足要求时，推荐使用细胞学标本

对于少数客观上不能获得组织或细胞学标本的晚期肺癌患者，可尝试血液/脑脊液检测

优先应用Ventana-D5F3 IHC进行ALK检测

当和其他基因（如EGFR、ROS1等）一起检测时，可以联合FISH和RT-PCR,或进行RT-PCR或NGS多基因检测

当怀疑检测标本有质量问题时，优先应用FISH检测

临床病理特征可用于优先检测项目及方法的选择

所有病例包括本单位检测或外送检测的肿瘤组织或细胞学标本应由病理医师进行肿瘤细胞含量的评估

当存在 IHC、FISH、RT-PCR、NGS检测结果不一致时，临床医师应与检测医师或相关人员沟通，确保检测结果均无异议
时，可进行ALK抑制剂的治疗

临床医师应对外送检测的独立实验室进行质量评价

临床医师与组织病理医师及分子检测人员应及时就ALK基因检测进行必要的沟通，包括ALK基因检测前、ALK基因
检测后及服用ALK抑制剂耐药后再次检测时

检测实验室应在临床应用前建立及优化ALK检测规范化操作流程，并进行必要的性能验证

检测实验室应定期参加ALK检测室间质评活动，每年至少2次
检测实验室均应设置阴阳性对照

检测实验室应制定专人负责ALK基因检测的质量控制，定期组织人员比对、培训及数据总结和分析

对于ALK抑制剂耐药的患者，基因检测内容应由临床医师和分子病理检测医师共同讨论决定

耐药患者进行基因检测时，建议优先应用NGS检测，检测内容包括获得性突变和融合突变类型等

推荐级别

强烈推荐

推荐

强烈推荐

推荐

强烈推荐

强烈推荐

强烈推荐

强烈推荐

强烈推荐

强烈推荐

强烈推荐

专家共识
意见

推荐

专家共识
意见

推荐

推荐

推荐

推荐

强烈推荐

推荐

专家共识
意见

强烈推荐

推荐

推荐

推荐

强烈推荐

推荐

推荐

专家共识
意见

强烈推荐

强烈推荐

强烈推荐

强烈推荐

专家共识
意见

专家共识
意见

注：基于文献报道及专家组的实践经验，本共识中涉及的推荐分级按以下基本原则：（1）强烈推荐：基于高或中级别证据，可信度高；（2）推
荐：基于中级别或低级别证据，但具有一些局限性，专家组同意推荐；（3）专家共识意见：基于低级别证据或缺乏证据，但专家组同意意见
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（李甘地）；香港中文大学医学院［Ｔｏｎｙ Ｍｏｋ（莫树锦）］；福建省肿瘤

医院（黄诚）；解放军第三⚪七医院（刘晓晴）；北京大学肿瘤医院

（王洁、林 冬 梅 ）； 北 京 协 和 医 院 （ 王 孟 昭 ）； 浙 江 省 肿 瘤 医 院

（张沂平）；浙江大学医学院附属第一医院（周建英）；解放军南京总

医院（周晓军、宋勇）；复旦大学附属肿瘤医院病理科（周晓燕）；中南

大学湘雅医院（胡成平）；浙江大学医学院附属第二医院（王凯）；陆
军军医大学大坪医院（何勇）

通信作者：吴一龙，Ｅｍａｉｌ：ｓｙｙｌｗｕ＠ ｌｉｖｅ．ｃｎ

中国间变性淋巴瘤激酶阳性 阳性、ＲＯＳ１
非小细胞肺癌诊疗指南

张绪超　 陆舜　 张力　 廖美琳　 王长利　 程颖　 李甘地　 Ｔｏｎｙ Ｍｏｋ（莫树锦）
黄诚　 刘晓晴　 王洁　 王孟昭　 张沂平　 周建英　 周晓军　 周晓燕　 林冬梅

杨衿记　 宋勇　 胡成平　 王凯　 何勇　 李慧　 钟文昭　 吴一龙

代表中国临床肿瘤学会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。 根据国家癌症中心公布的 ２０１５ 年癌症

统计数据显示，２０１５ 年，我国新发肺癌患者例数达

７３􀆰 ３ 万，死亡例数 ６０􀆰 ０ 万，居所有恶性肿瘤之

首［１］，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。 目前美国食品药品管理局（ＦＤＡ）批准的临

床应用的个体化分子靶向治疗主要针对表皮生长因

子受体（ＥＧＦＲ）突变型、间变性淋巴瘤激酶（ＡＬＫ）
融合基因型、ＲＯＳ１ 融合基因型及 ＢＲＡＦ 基因突变型

肺癌，这 ４ 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。 免疫检查点药物在美国及部分欧洲国家

已经批准上市，在我国正进行注册试验。
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⁃
ＡＬＫ（ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ）融合基因变异是其主要类型，除
了 ＥＭＬ４ 外，与 ＡＬＫ 基因融合的其他基因还包括

ＴＦＧ 和 ＫＩＦ５Ｂ 等。 国内外研究数据表明，发生 ＡＬＫ
重排的非小细胞肺癌患者约占所有非小细胞肺癌的

３％～７％左右，且发病率在亚裔和高加索人群之间

差异无统计学意义［２⁃４］。 肺癌中另一个驱动基因

ＲＯＳ１ 活化也主要是基因重排所致，ＲＯＳ１ 与 ＡＬＫ 二

者氨基酸序列上具有近 ４９％的相似性，而在激酶催

化区的 ＡＴＰ 结合位点同源性高达 ７７％［５］。 ＡＬＫ 与

ＲＯＳ１ 两个基因型的肺癌在临床特征上也非常相

似。 ＲＯＳ１ 融合基因在非小细胞肺癌中的阳性率为

１􀆰 ０％～３􀆰 ４％［６］。 近期一项来自国人的多中心数据

显示，在 ＥＧＦＲ 突变阴性的人群中，ＡＬＫ 基因融合

和 ＲＯＳ１ 基因融合的发生率分别高达 １２􀆰 ２％ 和

４􀆰 ４％［７］。
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 Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ 和 Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ 已被 ＦＤＡ 批

准用于 ＡＬＫ 阳性晚期非小细胞肺癌患者的治疗。
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，可特异

度靶向抑制 ＡＬＫ， ｃ⁃ＭＥＴ 和 ＲＯＳ１ 等信号通路。
ＰＲＯＦＩＬＥ１０１４ 和 ＰＲＯＦＩＬＥ１０２９ 临床试验均显示对

于 ＡＬＫ 阳性的晚期非小细胞肺癌患者，一线克唑替

尼的疗效显著优于传统化疗［８⁃９］。 ２０１６ 欧洲临床肿

瘤学会（ＥＳＣＯ）大会上，Ｓｈａｗ 等［１０］ 更新了克唑替尼

在 ＲＯＳ１ 阳性晚期非小细胞肺癌患者 １ 期扩展临床

研究结果。 在本次研究更新中，克唑替尼在 ５３ 例

ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌总体缓解率达到 ６９％，中
位无进展生存为 １９􀆰 ３ 个月。 基于 １ 期扩展临床研

究结果，２０１６ 年 ３ 月，ＦＤＡ 批准了克唑替尼用于治

疗 ＲＯＳ１ 阳性的晚期非小细胞肺癌患者中的适应

证。 由中国专家领衔为中国 ＲＯＳ１ 适应证注册的

ＯＯ⁃１２０１ 研究的具体结果已经在 ２０１６ 年美国临床
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肿瘤学会 （ＡＳＣＯ） 大会上首次公布，克唑替尼在

１２７ 例ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌总体缓解率达到

６９􀆰 ３％，中位无进展生存为 １３􀆰 ４ 个月［１１］。 基于这

些研究结果，２０１７ 年 ９ 月中国食品药品监督管理总

局（ＣＦＤＡ）批准了克唑替尼在 ＲＯＳ１ 阳性的晚期非

小细胞肺癌的适应证。
ＡＬＫ、ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌作为非小细胞肺

癌两个独特的分子亚型，目前均有多种诊断方法可

以用于它们的诊断，但每一种诊断方法均有各自的

优缺点，因此，如何准确和规范的诊断和治疗它们便

成了临床上的当务之急。 基于此，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］。 并在 ２０１５ 年对共识进行更

新，将共识升级为指南，及补充治疗指南［１３］。 基于

近年来新出现的循证医学证据，专家委员会决定对

２０１５ 版指南进行更新，并补充 ＲＯＳ１ 诊断和治疗相

关内容。
一、ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌和 ＲＯＳ１ 阳性非小

细胞肺癌的定义

２００７ 年 Ｒｉｋｏｖａ 等［１４］ 和 Ｓｏｄａ 等［１５］ 两个小组分

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［１６］

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

病中的重要变异特征（基因重排后），因此将 ＡＬＫ 基

因重排荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）检测、ＡＬＫ 融合序列变

异即时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测或 ＡＬＫ 融合蛋

白免疫组织化学检测阳性的肺癌统称为“ＡＬＫ 阳性

非小细胞肺癌”，是非小细胞肺癌的一个重要分子

亚型，常见于腺癌，该类患者通常可从 ＡＬＫ 抑制剂

（ＡＬＫ⁃ＴＫＩ）治疗中获益。
２００７ 年 Ｒｉｋｏｖａ 等［１７］ 在肺癌细胞系中发现了

ＣＤ７４⁃ＲＯＳ１ 融合蛋白及其基因重排。 ２０１１ 年 Ｌｉ
等［１８］从 ２０２ 例肺腺癌非吸烟患者中检测出 ２ 例

ＣＤ７４⁃ＲＯＳ１ 融合蛋白阳性患者。 ２０１２ 年，Ｂｅｒｇｅｔｈｏｎ
等［１９］在肺癌患者中发现 ＳＬＣ３４Ａ２⁃ＲＯＳ１ 基因融合，
并将 ＲＯＳ１ 基因重排阳性的肺癌列为非小细胞肺癌

的另一个特定分子亚型。 根据已有的研究结果，

ＣＳＣＯ 肿瘤标志物专家委员会讨论认为，ＲＯＳ１ 阳性

非小细胞肺癌是指含有 ＲＯＳ１ 基因重排或融合蛋白

异常表达的肺癌，它的临床与 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺

癌有高度的相似性，且用克唑替尼治疗均有良好的

效果。
二、ＡＬＫ 和 ＲＯＳ１ 检测适宜人群

ＣＳＣＯ 肿瘤标志物专家委员会讨论了肺癌中

ＡＬＫ、ＲＯＳ１ 检测的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治疗前推荐常规检测

ＡＬＫ 融合变异和 ＲＯＳ１ 融合变异状态。 推荐所有含

腺癌成分的非小细胞肺癌患者，应在诊断时常规进

行 ＡＬＫ、ＲＯＳ１ 融合基因或融合蛋白检测（１ 类推荐；
证据级别定义请见文章末注解）。

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、ＲＯＳ１ 检测（１ 类推荐）。
３．检测前应有送检样本的质控，包括亚型确认

和样本量确认。 送检样本类型包括手术样本、活检

组织样本、胸水等细胞学样本。 对于部分活检组织

标本因临床取材样本小的局限性，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、ＲＯＳ１ 检测（１ 类推荐）。
４．目前非小细胞肺癌中需要检测靶点越来越

多，为了提高检测的有效性，同时兼顾技术的可行

性，专家组推荐，关于 ＲＯＳ１ 的检测，推荐 ＲＯＳ１ 和

ＡＬＫ，ＥＧＦＲ 同时检测（２Ａ 类推荐）。 推荐使用经过

认证的多靶点检测技术，同时检测 ＡＬＫ、ＥＧＦＲ 和

ＲＯＳ１。 对于不具备同时检测条件的医院，实验室可

先进行 ＡＬＫ ／ ＲＯＳ１ 的免疫组织化学方法检测。
Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 检测 ＡＬＫ 阳性可作为确认的结果作为

临床决策参考。 鉴于目前 ＲＯＳ１ 抗体的非特异性，
ＲＯＳ１ 免疫组织化学方法检测结果阳性的患者，必
须进一步使用 ＦＩＳＨ 或者 ＲＴ⁃ＰＣＲ 确诊。

５．为了避免样本浪费和节约检测时间，对于晚

期非小细胞肺癌活检样本，建议一次性切出需要诊

断组织类型和进行 ＡＬＫ、ＥＧＦＲ 及 ＲＯＳ１ 检测的样

本量，避免重复切片浪费样本（２Ａ 类推荐）。 一次

性制片和留取样本时需注意避免污染。
６．有研究表明，发病年龄是 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［２０］，在年龄小于 ５１ 岁的患者中，
发生 ＡＬＫ 重排的概率高达 １８􀆰 ５％［２０］。 因此对于样

本量有限可能不能满足同时进行 ＡＬＫ 和 ＥＧＦＲ 检
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测的样本，对于年龄相对比较年轻的患者，建议考虑

优先检测 ＡＬＫ 融合状态（２Ｂ 类推荐）。
三、ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌的检测

目前，ＣＦＤＡ 已经批准多个 ＡＬＫ 阳性非小细胞

肺癌的诊断试剂盒，最早获批包括雅培贸易（上海）
有限公司的 ＡＬＫ 基因重排检测试剂盒（ＦＩＳＨ 法）、
罗氏诊断产品（上海）有限公司的 Ｖｅｎｔａｎａ ａｎｔｉ⁃ＡＬＫ
抗体诊断试剂盒（免疫组织化学法）、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），此外，近年来，国内也有其他公

司的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＦＩＳＨ 检测试剂盒获得 ＣＦＤＡ 批准。
１．对于 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌的诊断，肿瘤原

发或转移部位的组织或细胞学标本均可进行 ＡＬＫ
融合基因检测，推荐使用 ＣＦＤＡ 批准的诊断试剂和

方法进行诊断（１ 类推荐）。
２．专家组推荐 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。 诊断报

告中应该注明 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 方法，以区别于初筛的

常规免疫组织化学方法。 ＡＳＣＥＮＤ⁃４ 研究和 ＡＬＥＸ
研究均证实了使用 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 可以有效的筛选出

ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌［２１⁃２２］，因此专家组将证据级

别由 ２Ａ 类改成 １ 类。
３．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样本患者，送样到周边能

开展 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 检测的实验室进行 ＡＬＫ 融合基因

检测（２Ａ 类推荐）。
４．在条件缺乏的地区建议采用常规免疫组织化

学法进行 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 类推荐）。
５．对于 ＡＬＫ 常规免疫组织化学，建议采用国内

病理专家达成共识的规范化操作和判读标准进行操

作［２３］。 推荐使用经过证实，具有高灵敏度和特异度

的抗体，主要为 Ｄ５Ｆ３ （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ 公司）、
５Ａ４（Ａｂｃａｍ 公司）和 １Ａ４（ＯｒｉＧｅｎｅ 公司） ，它们检

测 ＡＬＫ 融合蛋白的灵敏度和特异度分别达到了

１００％和 ９５％～９９％［２４］。
６．ＲＴ⁃ＰＣＲ 能够灵敏地检测出已知类型的融合

基因，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，建议 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 室资格认证条件。 鼓励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。

７．使用血液（血浆）标本进行 ＡＬＫ 融合状态的

评估，相关的研究工作才刚刚开始，相关技术的灵敏

度和特异度均不是很高。 因此，当组织样本不可评

估时，鼓励各中心可以根据实际情况，进行相关研究

的探索，专家组暂不推荐使用血液（血浆）标本作为

补充进行 ＡＬＫ 融合检测。
上述多种技术，各有优缺点，也会存在一定的互

补性。 结合临床可获得的各类生物材料样本（手术

或穿刺活检组织、胸水细胞学和痰液细胞学等），在
保证样本质控前提下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。 具体

使用何种方法，各检测实验室应参考推荐方法并根

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。
适合 ＡＬＫ 融合基因诊断的肿瘤样本，包括各种

组织样本和细胞学标本。 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样本，在细胞数量充足条

件下可制备细胞学样本蜡块（ｃｅｌｌ ｂｌｏｃｋ），检测方法

可采用 ＦＩＳＨ 或免疫组织化学或 ＲＴ⁃ＰＣＲ［２５］，如果是

新鲜细胞标本可考虑采用特异性 ＰＣＲ 方法。 考虑

到细胞学样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。
四、ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌的检测

关于 ＲＯＳ１ 融合基因检测，国际多中心临床研

究通常采用 ＦＩＳＨ 或者 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法。
目前，ＣＦＤＡ 已经批准 ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌

的诊断试剂盒包括厦门艾德生物医药科技有限公司

的人类 ＲＯＳ１ 基因融合检测试剂盒（ＲＴ⁃ＰＣＲ 法）和
武汉友芝友科技有限公司的人类 ＲＯＳ１ 基因融合检

测试剂盒（ＲＴ⁃ＰＣＲ 法）。
专家组推荐：
１．使用经过 ＣＦＤＡ 批准的试剂盒进行 ＲＯＳ１ 融

合基因的检测（１ 类推荐）。 此外，临床研究使用的

经过验证的技术如 ＦＩＳＨ 也可以作为补充诊断

ＲＯＳ１ 融合基因（２Ａ 类推荐）。
２．对于晚期非小细胞肺癌小活检样本，推荐

ＲＯＳ１ 和 ＡＬＫ、ＥＧＦＲ 同时检测（２Ａ 类推荐），推荐使

用经过认证的多靶点检测技术，同时检测 ＡＬＫ、
ＥＧＦＲ 和 ＲＯＳ１。

３．对于不能同时检测的患者，可以先使用 ＲＯＳ１
的免疫组织化学检测，ＲＯＳ１检测结果阳性的患者，
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表 １　 免疫组织化学、荧光原位杂交和即时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测方法的比较

项目 荧光原位杂交 免疫组织化学 ＲＴ⁃ＰＣＲ

灵敏度［２７］ 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 特异度高 操作简便、价格便宜 操作简便、灵敏度高

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

进一步进行 ＦＩＳＨ 或 ＲＴ⁃ＰＣＲ 确诊。 对于 ＲＯＳ１ 免

疫组织化学，研究证实 Ｄ４Ｄ６ 抗体 （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈ 公司）具有较高的灵敏度，但检测结果仍具有

较高的假阳性。 因此，对于免疫组织化学检测 ＲＯＳ１
阳性的标本必须采用 ＦＩＳＨ 或 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法进行

确诊［２６］。
五、ＡＬＫ 和 ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌诊断流程

表 １ 列举了基因重排或融合蛋白的常用分子诊

断各种方法的优缺点，对于 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。 对于 ＲＯＳ１
阳性非小细胞肺癌的筛查，ＦＩＳＨ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 已被验

证可以用于临床检测，以上 ３ 种方法的具体操作流

程和注意事项可参见相关的产品说明书。
检测总体原则：综合各类受检生物材料的特征、

分子检测方法特点、实验室自身条件等进行多学科

协作，采取合理有效检测方法和流程，以保证 ＡＬＫ
或 ＲＯＳ１ 融合型非小细胞肺癌的检出率和准确率。

综合考虑上述受检生物材料和检测技术等因

素，ＣＳＣＯ 肿瘤标志物专家组推荐以下用于临床实

践的检测流程图（图 １）。
注意事项：
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

性标本须以 ＣＦＤＡ 批准的 ＦＩＳＨ、 Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 或

ＲＴ⁃ＰＣＲ技术进一步确诊。
２．常规 ＲＯＳ１ ＩＨＣ 可作为初筛方法，但阳性标本

须以 ＣＦＤＡ 批准的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术或者临床研究使用

的 ＦＩＳＨ 方法进一步确诊。
３．目前 ＲＯＳ１ ＦＩＳＨ 方法在我国还没有获得

ＣＦＤＡ 的批准。
４．ＡＬＫ 抗体使用推荐：常规 ＩＨＣ 建议使用 Ｃｅｌｌ

Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ 公司的 Ｄ５Ｆ３ 克隆号或 Ａｂｃａｍ 公司的

５Ａ４ 克隆号抗体；Ｖｅｎｔａｎａ ＩＨＣ 使用专用抗体试剂盒

ＥＧＦＲ：表皮 生 长 因 子 受 体； ＡＬＫ： 间 变 性 淋 巴 瘤 激 酶；
ＲＴ⁃ＰＣＲ：即时荧光定量聚合酶链反应；ＡＲＭＳ：扩增阻滞突

变系统；ＩＨＣ：免疫组织化学；ＦＩＳＨ：荧光原位杂交

图 １ 　 中国 ＡＬＫ、ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌患者的诊断流

程图

（Ｄ５Ｆ３）。
５．美国国家综合癌症网络（ＮＣＣＮ）肺癌指南在

２０１４ 年第 ３ 版开始，推荐使用二代测序（ＮＧＳ）来同

时检测 ＥＧＦＲ 基因突变和 ＡＬＫ 基因融合。 ＮＧＳ 虽

然具有很多优势，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

在临床检测中，暂不推荐使用 ＮＧＳ 来常规检测

ＥＧＦＲ 基因突变和 ＡＬＫ 基因融合。 但各自中心可

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。
六、ＡＬＫ 阳性晚期非小细胞肺癌的治疗

对于 ＡＬＫ 阳性晚期非小细胞肺癌，ＰＲＯＦＩＬＥ
１０２９ 研究证实，在东亚人群中，一线患者无进展生

存期可达 １１􀆰 １ 个月，有效率可达 ８８％［９］，并且患者

的疾病相关症状（如咳嗽、胸痛和呼吸困难等）和整
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体生活质量得到显著的改善。 值得注意的是，亚组

分析显示，脑转移患者也能从克唑替尼的治疗中明

显获益。 对于 ＡＬＫ 阳性非小细胞肺癌患者的二线

治疗，ＰＲＯＦＩＬＥ １００７ 研究证实［２８］，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

患者无进展生存期显著延长（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，２０１７ 年的一项中国

患者 ＡＬＫ 阳性肺癌患者的真实世界研究也得到同

样的结果［２９］。 此外，基于 ＡＳＣＥＮＤ⁃４ 研究结果［２１］，
２０１７ 年 ５ 月２９ 日，ＦＤＡ 批准 Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ 用于 ＡＬＫ 阳

性的一线转移性非小细胞肺癌的治疗。 在与克唑替

尼头对头的 ＡＬＥＸ 研究中，Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ 也取得阳性结

果［２２］，２０１７ 年 ＦＤＡ 批准了 Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ 的一线适应证。
但到目前为止，Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ 和 Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ 在我国均未获

批一线适应证。
专家组推荐：
１．对于初诊为 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 类推荐）。
２．确诊 ＡＬＫ 前由于各种原因接受了化疗的患

者，在确诊 ＡＬＫ 阳性后可中断化疗或在化疗完成后

接受克唑替尼治疗（２Ａ 类推荐）。
克唑替尼治疗最常见的不良反应（≥２５％）为

视觉异常、恶心、腹泻、呕吐、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 １０２９ 研究中 ３ ／ ４ 级不良反应发

生率相对较高的为转氨酶升高（１２％）及中性粒细

胞减少（１６％） ［８］，因此，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。 而对于较少发

生但严重的不良反应———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

测患者肺部的症状和影像学征象，一旦疑似药物相

关间质性肺病发生，应立即停药；确诊间质性肺病，
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；如果每日一次口服 ２５０ ｍｇ
仍不能耐受，则永久停服。

克唑替尼治疗出现疾病进展，ＮＣＣＮ 指南推荐

根据患者症状、转移部位、单发 ／多发病灶等 ３ 大因

素决定克唑替尼耐药后的治疗［３０］。 回顾性研究表

明克唑替尼治疗进展模式主要表现为 ３ 种模式：仅

新发病灶、仅靶病灶进展、新发病灶和非靶病灶进

展，约各占 １ ／ ４，全面进展较少，仅 ５％如患者进展无

症状［３１］，推荐继续使用克唑替尼治疗或者换用二代

ＡＬＫ⁃ＴＫＩ；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或

者换用二代 ＡＬＫ⁃ＴＫＩ；如患者出现有症状的多发脑

转移，考虑全脑放疗结合继续克唑替尼治疗［３２］；如
患者出现有症状的系统性多发转移灶，考虑二代

ＡＬＫ⁃ＴＫＩ 治疗或腺癌的其他优选治疗（根据患者功

能状态评分进行双药化疗） ［３２］（２Ａ 类推荐）。 目前，
ＦＤＡ 已经批准的克唑替尼治疗进展后二代 ＡＬＫ⁃
ＴＫＩ 包括 Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ、Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ 和 Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ。 回顾性研

究显示，克唑替尼后续 Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ 治疗，患者中位无进

展生存期达 １７􀆰 ４ 个月，中位总生存期达 ４９􀆰 ４ 个

月［３３］，克唑替尼后续 Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ 治疗，中位总生存期

达 ５１􀆰 １ 个 月［３４］。 ２０１７ 年 ＥＳＭＯ 大 会 公 布 了

ＰＲＯＦＩＬＥ １０１４ 总生存期的更新数据，一线使用克唑

替尼，进展后序贯使用其他 ＡＬＫ⁃ＴＫＩ 或者其他治疗

的患者的总生存期还没有达到；而一线使用化疗，后
使用 ＡＬＫ⁃ＴＫＩ 等治疗患者的总生存期为 ４７􀆰 ５ 个

月。 一线使用克唑替尼的患者，４ 年的总生存率为

５６􀆰 ６％，而一线使用化疗的患者 ４ 年总生存率为

４９􀆰 １％。 这是到目前为止，肺癌靶向治疗中，在前瞻

性 ３ 期临床研究中观察到的最长的总生存期数据。
目前关于 ＡＬＫ⁃ＴＫＩ 治疗进展后，未出现类似 ＥＧＦＲ
突变的单个耐药点突变占主导地位的情况。 二代

ＡＬＫ 抑制剂临床研究也未曾按照具体位点分组分

析疗效与突变的关系。 具体耐药基因也未能如

Ｔ７９０Ｍ 突变一样对临床治疗选择产生巨大的影

响［３２］。 故此仅为基础或临床研究参考。
专家组推荐：
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。 对有条件获

得二代 ＡＬＫ⁃ＴＫＩ 的患者，条件允许，建议二次活检

后全面分析耐药点突变状态，选用敏感的二代 ＡＬＫ⁃
ＴＫＩ 进行治疗。

２．经 ＡＬＫ⁃ＴＫＩ 治疗后的患者出现局部进展或缓

慢进展后，继续克唑替尼治疗或局部治疗（２Ａ 类推

荐）。 若患者出现多部位的全面进展，且临床症状

出现恶化后，含铂双药化疗或含铂双药化疗＋贝伐

珠单抗（非鳞状细胞癌；２Ａ 类推荐），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 类推荐）。

·５４２·中华病理学杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ４７ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， Ａｐｒｉｌ ２０１８，Ｖｏｌ． ４７，Ｎｏ．４
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七、ＲＯＳ１ 阳性晚期非小细胞肺癌的治疗

对于 ＲＯＳ１ 阳性晚期非小细胞肺癌，ＯＯ⁃１２０１
研究显示，在东亚人群中，ＲＯＳ１ 阳性患者无进展生

存期可达 １３􀆰 ４ 个月，有效率可达 ６９􀆰 ３％，并且患者

报告的整体生活质量得到显著的改善［１１］。 克唑替

尼对于 ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌的安全性与之前克

唑替尼治疗报道研究相一致，最常见的不良反应为

视觉异常、恶心、腹泻、呕吐、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。 ３ ／ ４ 级不良反应中发生率相对较高的为转氨

酶升高（５􀆰 ５％）及中性粒细胞减少（７􀆰 ９％） ［１１］。
专家组推荐：
１．对于初诊为 ＲＯＳ１ 阳性晚期非小细胞肺癌患

者，应一线使用克唑替尼治疗（１ 类推荐）。
２．确诊 ＲＯＳ１ 前由于各种原因接受了化疗的患

者，在确诊 ＲＯＳ１ 阳性后可中断化疗或在化疗完成

后接受克唑替尼治疗（２Ａ 类推荐）。
３．对于 ＲＯＳ１ 阳性患者，克唑替尼治疗出现疾

病进展的后续治疗，目前缺乏相应的循证医学证据，
可以根据具体治疗情况，采取后续化疗方案进行

治疗。
八、小结

基于 ＥＧＦＲ 基因突变、 ＡＬＫ 基因融合变异、
ＲＯＳ１ 基因融合变异、ＢＲＡＦ 基因突变等分子标志物

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、ＲＯＳ１ 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。 非小细胞肺癌的精准靶

向治疗依赖于分子靶点变异的准确诊断。 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、ＲＯＳ１ 等融合变异作

为晚期肺癌中重要的分子改变，其诊断方法和流程

仍需进一步结合临床数据进行优化。 本文根据目前

融合基因检测各种方法的优缺点、临床样本的特点

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、ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌

诊疗指南”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，在 ２０１５ 年指南基础上进行了补充和完善，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、ＲＯＳ１ 阳性肺癌患者

的诊断和治疗提供指导。
附件　 ＣＳＣＯ 肿瘤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依据，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作特别

说明之外，均在 ２Ａ 类以上。
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ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｃｅｄ ＡＬＫ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＮＳＣＬＣ［ Ｊ］ ．
ＡｎｎＯｎｃｏｌ， ２０１４， ２５ （ ２ ）： ４１５⁃４２２． ＤＯＩ： １０． １０９３ ／ ａｎｎｏｎｃ ／
ｍｄｔ５７２．

［３２］ 吴一龙，程颖，周清，等．中国临床肿瘤学会（ＣＳＣＯ）原发性肺
癌诊疗指南［Ｍ］． 北京：人民卫生出版社． ２０１７．

［３３］ Ｇａｉｎｏｒ ＪＦ， Ｔａｎ ＤＳ， Ｄｅ Ｐａｓ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ ａｎｄ ｏｖｅｒａｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ＡＬＫ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ
Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ ａｎｄ Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１５，２１ （ １２）：
２７４５⁃２７５２． ＤＯＩ： １０．１１５８ ／ １０７８⁃０４３２．ＣＣＲ⁃１４⁃３００９．

［３４］ Ｗａｔａｎａｂｅ Ｓ， Ｈａｙａｓｈｉ Ｈ， Ｏｋａｍｏｔｏ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ ａｎｄ
ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＡＬＫ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｏｎ⁃
ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙ ｗｉｔｈ Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ ａｎｄ
Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｌｕｎｇ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１６，１７（ ６）：５２８⁃５３４． ＤＯＩ：
１０．１０１６ ／ ｊ．ｃｌｌｃ．２０１６．０５．００１．

（收稿日期：２０１７⁃１２⁃１８）

（本文编辑：常秀青）
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ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．０５２９⁃５８０７．２０１８．０４．００４
通信作者：林冬梅，１００１４２ 北京大学肿瘤医院暨北京市肿瘤防

治研究所病理科 恶性肿瘤发病机制及转化研究教育部重点实验室；
Ｅｍａｉｌ：ｌｉｎｄｍ３＠ １６３．ｃｏｍ

ＲＯＳ１ 阳性非小细胞肺癌诊断病理专家共识

中国抗癌协会病理专业委员会肺癌学组

　 　 肺癌是全球范围内发病率和病死率最高的恶性

肿瘤，其中非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）约占 ８０％。 根据

国家癌症中心公布的 ２０１５ 年癌症统计数据显示，
２０１５ 年，我国新发肺癌患者达 ７３􀆰 ３３ 万，居所有恶

性肿瘤之首［１］。 近十多年来，随着分子医学的进展

和靶向药物的不断涌现，ＮＳＣＬＣ 的治疗已由化疗为

主进入到个体化分子靶向治疗的时代。 目前美国食

品药品管理局（ＦＤＡ）批准的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、ＢＲＡＦ 突变型、间变性淋巴瘤激酶（ＡＬＫ）融合基

因型和 ＲＯＳ１ 融合基因型肺癌。 其中在我国获批的

靶向药物，主要针对 ＥＧＦＲ 突变型和 ＡＬＫ 融合基因

型肺癌。 克唑替尼（Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ）针对 ＲＯＳ１ 融合基因

型肺癌的适应证在我国刚刚获批。 中国抗癌协会肿

瘤病理专业委员会肺癌病理专家协作组（以下简称

协作组），结合多中心的实验数据和国内外已报道

的研究成果，尤其是亚太地区药物临床试验，推荐适

合我国国情的 ＲＯＳ１ 阳性 ＮＳＣＬＣ 检出方案。
２００７ 年 Ｒｉｋｏｖａ 等［２］ 在肺癌细胞系中发现了

ＣＤ７４ ＲＯＳ１ 融合基因。 ２０１１ 年 Ｌｉ 等［３］ 从 ２０２ 例肺

腺癌非吸烟患者中检测出 ２ 例 ＲＯＳ１ 融合基因阳性

患者， 其类型为 ＣＤ７４⁃ＲＯＳ１。 ２０１２ 年， Ｂｅｒｇｅｔｈｏｎ
等［４］在肺癌患者中发现 ＳＬＣ３４Ａ２⁃ＲＯＳ１ 融合，并将

ＲＯＳ１ 基因重排阳性的肺癌列为非小细胞肺癌的另

一个特定分子亚型。 ＲＯＳ１ 基因重排是一种独特的

受体酪氨酸激酶，与 ＡＬＫ 同属胰岛素样受体酪氨酸

激酶超家族成员，二者氨基酸序列上具有近 ４９％的

相似性，在激酶催化区的 ＡＴＰ 结合位点同源性高达

７７％［５］，且在临床特征上也非常相似。 ＲＯＳ１ 融合基

因在 ＮＳＣＬＣ 中的阳性率为 １􀆰 ０％ ～３􀆰 ４％，在 ＥＧＦＲ、
ＫＲＡＳ 和 ＡＬＫ 均 阴 性 的 人 群 中 发 生 率 达 到

５􀆰 ７％［６］。 目前发现 ＲＯＳ１ 基因重排主要发生的组

织类型为腺癌，在大细胞癌和鳞状细胞癌中很少见。

ＲＯＳ１ 基因位于 ６ｑ２２􀆰 １，多个伴侣基因均可与 ＲＯＳ１
发生重排从而激活基因。 迄今为止已有 ２７ 种伴侣

基因被确定［７⁃１０］，其中 ２２ 个基因位于第 ６ 号染色体

外， 包 括 ＣＤ７４⁃ＲＯＳ１、 ＥＺＲ⁃ＲＯＳ１、 ＳＬＣ３４Ａ２⁃ＲＯＳ１
等。 其中，最常见的融合基因亚型是 ＣＤ７４⁃ＲＯＳ１，
约占 ３０％，其次是 ＥＺＲ⁃ＲＯＳ１。 而在 ＮＳＣＬＣ 中最常

见的两种融合基因亚型是 ＣＤ７４⁃ＲＯＳ１ 和 ＳＬＣ３４Ａ２⁃
ＲＯＳ１，二者均是跨膜蛋白［１１］。 随着检测技术的不

断发展与突破，可能还存在着其他未知的 ＲＯＳ１ 融

合型将被发现。
目前，获批的针对 ＲＯＳ１ 靶点的小分子抑制剂

为克唑替尼。 ２０１４ 年 ９ 月 Ｔｈｅ Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ 发表了克唑替尼在 ＲＯＳ１ 阳性晚期

ＮＳＣＬＣ 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 ＮＳＣＬＣ 总体缓解率达到

７２％，中位缓解持续时间为 １７􀆰 ６ 个月，中位无进展

生存时间为 １９􀆰 ２ 个月，且 ＲＯＳ１ 融合基因的种类不

影响疗效［７］。 基于该项研究，２０１６ 年 ３ 月 １１ 日，
ＦＤＡ 批准了克唑替尼用于治疗 ＲＯＳ１ 阳性的晚期

ＮＳＣＬＣ 患者中的适应证，但与克唑替尼在 ＡＬＫ 适应

证中不同，ＦＤＡ 在 ＲＯＳ１ 适应证批准时没有批准一

种伴随诊断方法。 由中国专家领衔为中国 ＲＯＳ１ 适

应证注册的 ＯＯ⁃１２０１ 研究的具体结果已经在 ２０１６ 年

美 国 临 床 肿 瘤 学 会 会 议 上 首 次 公 布， 与

ＰＲＯＦＩＬＥ１００１ 扩展临床研究采用荧光原位杂交

（ＦＩＳＨ）检测 ＲＯＳ１ 融合不同，ＯＯ⁃１２０１ 研究采用中

国食品药品监督管理总局（ＣＦＤＡ）批准的厦门艾德

生物 医 药 科 技 有 限 公 司 即 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ
（ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测试剂盒作为克唑替尼泛亚太国际大

型临床研究的 ＲＯＳ１ 的伴随诊断方法，在克唑替尼

组 １２７ 例 ＲＯＳ１ 阳性 ＮＳＣＬＣ 总体缓解率达到 ６９􀆰 ３％，
中位无进展生存为 １３􀆰 ４ 个月。 因此克唑替尼在

ＲＯＳ１ 阳性的晚期 ＮＳＣＬＣ 的适应证已在中国获批。
准确的分子靶标检测是 ＮＳＣＬＣ 患者获取靶向

治疗的前提。 与 ＡＬＫ 融合基因检测类似，目前针对

ＲＯＳ１ 融合基因的常用方法有 ３ 种：ＦＩＳＨ、ＲＴ⁃ＰＣＲ
和免疫组织化学法。 上述 ３ 种方法各有其优缺点。
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ＦＩＳＨ 方法为美国国家综合癌症网络（ＮＣＣＮ）指南

推荐的检测 ＲＯＳ１ 融合基因的检测方法，但价格昂

贵，操作规范要求较高，目前还没有一家公司的

ＦＩＳＨ 获得 ＦＤＡ 的批准；ＲＴ⁃ＰＣＲ 对标本质量要求较

高，需专用的试剂盒进行检测，目前国内已有多个试

剂盒获 ＣＦＤＡ 批准；免疫组织化学简便易行，但阳性

标准不统一，有一定的假阳性。 由于 ＲＯＳ１ 融合基

因型肺癌发病率低，在临床实践中，怎样有效规范地

应用现有的检测体系，最大化地筛选出 ＲＯＳ１ 阳性

的患者，是 ＲＯＳ１ 阳性患者获得靶向药物治疗的关

键。 基于这些因素，协作组结合多中心的试验数据

和国内外已报道的研究成果，讨论适合我国国情的

ＲＯＳ１ 阳性 ＮＳＣＬＣ 检测方法，并达成以下专家共识。
１．推荐所有含腺癌成分的晚期非小细胞肺癌患

者，应在诊断时常规进行 ＲＯＳ１ 融合基因检测。
２．对于小活检标本或者不吸烟的鳞状细胞癌患

者也进行 ＲＯＳ１ 检测。 对于部分活检标本，由于临

床取材小，有时无法保证肺腺癌的准确诊断，对不能

判断组织学类型的肺癌也进行 ＲＯＳ１ 检测。
３．结合靶向药物临床试验数据，推荐使用经过

验证的技术进行 ＲＯＳ１ 融合基因的检测，首选 ＣＦＤＡ
批准的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＲＯＳ１ 试剂盒，其次是经过验

证的 ＦＩＳＨ 检测平台。
４．对于晚期病例的小活检标本，考虑到 ＮＳＣＬＣ

中需要检测靶点越来越多，专家组建议 ＲＯＳ１、ＡＬＫ
和 ＥＧＦＲ 同时检测，并推荐首选经 ＣＦＤＡ 批准的经

过认证的检测试剂盒和技术。
５．ＲＯＳ１ 免疫组织化学结果不能直接指导临床

用药。 ＲＯＳ１ 免疫组织化学检测结果阳性的患者，
需进一步进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 或 ＦＩＳＨ 技术确认。

６．为了避免标本浪费和节约检测时间，对于晚

期 ＮＳＣＬＣ 活检标本，建议一次性切出需要诊断组织

类型和 ＡＬＫ ／ ＥＧＦＲ ／ ＲＯＳ１ 检测的标本量，避免反复

切片浪费标本。 操作中应避免污染环节。
一、ＦＩＳＨ 法进行 ＲＯＳ１ 融合基因检测

应用 ＦＩＳＨ 法进行 ＲＯＳ１ 融合基因检测的技术

原理与检测 ＡＬＫ 融合是类似的，均采用分离探针试

剂设计。 ＲＯＳ１ 分离探针包括两部分，一部分识别

分离点 ５′端（端粒）附近点基因序列，另一部分识别

融合分离点 ３′端（着丝粒）附近点基因序列。 目前，
在欧盟获得认证的 ＦＩＳＨ 试剂盒包括 Ｃｙｔｏｃｅｌｌ ＦＩＳＨ
试剂盒和 ＺｙｔｏＶｉｓｉｏｎ ／ Ｚｙｔｏｍｅｄ。 然而我国还没有一

款 ＦＩＳＨ 试剂盒获得批准。 ＲＯＳ１ ＦＩＳＨ 的判读标准

与 ＡＬＫ ＦＩＳＨ 的判读标准类似但稍有不同，其中红、

绿信号标记的 ３′和 ５′端正好相反，即 ３′端探针通常

被标记成绿色，５′端探针标记为橘红色或红色。 另

外，橘红色或红色信号与绿色信号之间点物理距离

大于这对信号中点最大信号直径，可判读为 ＲＯＳ１
分离信号形态。 因为 ＲＯＳ１ 酪氨酸激酶结构域由基

因 ３′端部分编码，故分离信号形态和含有单一的 ３′
信号形态的细胞都可归为重排阳性细胞，而含有单

一 ５′信号状态的细胞不应被判读为重排阳性细胞。
很多研究报道在临床样本中使用 １５％ 作为

ＲＯＳ１ 基因 ＦＩＳＨ 阳性的分界值，且经过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测验证，这个阈值结果能够很好地体现 ＲＯＳ１ 融合

状态［１１］，即当肿瘤重排阳性细胞比例≥１５％时，诊
断为 ＲＯＳ１ 阳性。 按照国际肺癌研究协会（ ＩＡＳＬＣ）
肺癌 ＡＬＫ 和 ＲＯＳ１ 检测手册推荐，建议两步法进行

评估，第一步：由一位技术专家或人员计数 ５０ 个肿

瘤细胞，当重排阳性细胞比例低于 １０％时 （即在

５０ 个被计数的肿瘤细胞中重排细胞数少于 ５ 个），
该样本被判读为 ＲＯＳ１ 重排阴性；而重排细胞比例

大于 ３０％时（即 ５０ 个被计数的肿瘤中重排细胞数

大于 １５ 个），判读样本为 ＲＯＳ１ 重排阳性。 若重排

阳性细胞比例在 １０％～３０％之间（即 ５０ 个肿瘤细胞

中的重排细胞数为 ５～１５ 个），则由第二位技术专家

或人员再额外计数 ５０ 个肿瘤细胞。 这种情况下重

排阳性细胞最终比例是将两位计数者的结果合并计

算，再根据 １５％的分界值判读样本结果［１０］。 ＲＯＳ１
ＦＩＳＨ 技术适用的组织样本类型：３􀆰 ７％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

切片，厚度 ３～５ μｍ。
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。 晚期 ＮＳＣＬＣ 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。 因此，对于不能满足 ５０ 个

以上的肺癌细胞的活检组织，ＦＩＳＨ 不能有效地确定

ＲＯＳ１ 是否发生融合。 在单纯细胞学标本中进行

ＲＯＳ１ ＦＩＳＨ 检测目前研究报道比较少，个别小标本

病例报道包括未染色涂片或脱色涂片，均可进行

ＲＯＳ１ ＦＩＳＨ 检测［１２］。 而细胞蜡块标本则和组织学

标本一样，经病理评估及质控合格后可进行 ＲＯＳ１
ＦＩＳＨ 检测。

二、ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测 ＲＯＳ１ 融合基因

目前，ＣＦＤＡ 已经批准多个 ＲＯＳ１ 阳性 ＮＳＣＬＣ
的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ 诊断试剂盒，包括厦门艾德生
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物医药科技有限公司的人类 ＲＯＳ１ 基因融合检测试

剂盒（ＲＴ⁃ＰＣＲ 法）和武汉友芝友科技有限公司的人

类 ＲＯＳ１ 基因融合检测试剂盒 （ＲＴ⁃ＰＣＲ 法）。 此

外，厦门艾德生物医药科技有限公司的人类 ＡＬＫ 基

因融合和 ＲＯＳ１ 基因融合联合检测试剂盒和人类

ＥＧＦＲ ／ ＡＬＫ ／ ＲＯＳ１ 基因突变联合检测试剂盒也获得

ＣＦＤＡ 的批准。 虽然普通 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术是直接检测

基因融合状态的一种方法，但检测灵敏度低，需开盖

操作，容易造成环境污染，引起假阳性。 目前，对于

ＲＯＳ１ ＰＣＲ 检测多数采用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术，
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术是 ＲＮＡ 逆转录 ｃＤＮＡ 和荧光

定量 ＰＣＲ 扩增相结合的一种技术。 首先经逆转录

酶和特异性引物作用下，将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，
再以 ｃＤＮＡ 为模板扩增目的片段。 该技术在 ＰＣＲ
反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时

监测整个 ＰＣＲ 进程，最后通过 Ｃｔ 值对未知模板进

行定性和定量分析直接检测基因融合状态的一种方

法。 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术快速灵敏，但需要高质量

的 ＲＮＡ 且只能对已知的融合基因类型进行检测。
Ｃａｉ 等［１３］ 采用 ＡｍｏｙＤｘ⁃ＲＯＳ１ 基因融合检测试剂盒

（ＲＴ⁃ＰＣＲ 法）和 Ｓａｎｇｅｒ 测序方法对 ３９２ 例 ＮＳＣＬＣ
患者样本进行检测，发现 ４ 例为 ＳＬＣ３４Ａ２⁃ＲＯＳ１ 融

合基因阳性，３ 例标本为 ＣＤ７４⁃ＲＯＳ１ 融合基因阳

性，１ 例标本为 ＳＤＣ４⁃ＲＯＳ１ 融合基因阳性。 开展基

于 ＰＣＲ 技术检测 ＲＯＳ１ 融合变异的实验室，其环境

要求应能保证检测质量，ＰＣＲ 实验室需符合我国卫

生计生委临床检测中心的临检 ＰＣＲ 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。 ＲＯＳ１ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测技术适用的

组织标本类型：经过质控的所有组织标本类型及细

胞学标本。
三、免疫组织化学法检测 ＲＯＳ１ 融合蛋白

目前全球范围尚无法规批准可用于临床的

ＲＯＳ１ 免疫组织化学检测试剂盒。 ＲＯＳ１ 免疫组织

化学检测起步较晚，抗体的灵敏度和特异度与 ＡＬＫ
检测抗体 Ｄ５Ｆ３ 相比在我国还存在一定的差距。
Ｖｅｎｔａｎａ ＡＬＫ 免疫组织化学已经成为 ＡＬＫ 阳性

ＮＳＣＬＣ 的首选检测方法。 Ｖｅｎｔａｎａ ＡＬＫ 免疫组织化

学具有操作简便、检测准确度较高、相对于其他诊断

方法价格便宜等优势，已经在我国大规模普及用于

ＡＬＫ 融合基因的检测。 由于 ＲＯＳ１ 融合基因和 ＡＬＫ
有很多相似的特征，在 ＲＯＳ１ 融合基因免疫组织化

学方面进行了大量的探索。 目前使用 Ｖｅｎｔａｎａ 的放

大技术进行 ＲＯＳ１ 融合蛋白的检测存在一定的假阳

性。 在 ＮＳＣＬＣ 患者中，目前可以用于 ＲＯＳ１ 融合基

因筛选的抗体主要为 Ｄ４Ｄ６（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ 公

司），检测 ＲＯＳ１ 融合蛋白的灵敏度和特异度分别达

到了 １００％和 ８５％ ～１００％［１１］，免疫组织化学检测的

强阳性与 ＲＴ⁃ＰＣＲ ／ ＦＩＳＨ 检测阳性之间存在高度的

一致性，但中度阳性及弱阳性与 ＲＴ⁃ＰＣＲ ／ ＦＩＳＨ 检测

阳性之间一致性较差［１４］。 而使用常规免疫组织化

学进行 ＲＯＳ１ 免疫组织化学检测，操作方法、判读标

准也不统一，导致各检测中心的检测结果存在较大

的波动性。 结合多中心的实验数据和国内外已报道

的研究成果，对常规免疫组织化学检测 ＲＯＳ１ 融合

基因的一些关键点讨论，达成如下共识。
１．抗原修复：目前手工免疫组织化学常用的抗

原修复方法主要有高温高压修复和微波修复方法两

种，使用的修复液以弱酸性和碱性修复液为主。 专

家组对国内外研究文献和国内常用修复方法进行讨

论，建议使用煮沸热修复方法，具体可以采用如下方

法之一对抗原进行修复：（１）０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸缓

冲液 （ ｐＨ ６􀆰 ０） 修复 １０ ｍｉｎ； （ ２） ＥＤＴＡ 缓冲液

（ｐＨ ８􀆰 ０）修复 ５ ｍｉｎ；（３）ＥＤＴＡ 缓冲液（ｐＨ ９􀆰 ０）修
复 ３ ｍｉｎ。 修复维持时间和冷却方式各实验室可以

根据各自成熟的方法酌情使用。
２．过氧化物酶灭活：建议使用 ３％过氧化氢室温

孵育 １０ ｍｉｎ 以灭活内源性过氧化物酶。
３．抗体：建议使用 Ｄ４Ｄ６ 抗体用于 ＲＯＳ１ 的免疫

组织化学，抗体稀释度为：１∶（１００ ～ ２５０）稀释（具体

的抗体稀释度，可以根据各批次抗体的预实验结果

确定）。 抗体常温孵育 １ ｈ，或者 ４ ℃过夜。 抗体孵

育后使用 ｐＨ ７􀆰 ４ 磷酸缓冲液洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ
以确保充分洗涤，始终保持切片潮湿。

４．对照：建议每批次检测设立阳性对照、阴性对

照和空白对照。 有条件的单位最好采用一对一的阳

性对照。 阳性对照可采用已被 ＦＩＳＨ 证实 ＲＯＳ１ 阳

性，且免疫组织化学 ３＋的 ＮＳＣＬＣ 组织；阴性对照，
被检测切片上癌旁组织中正常的肺组织是很好的阴

性内对照；以磷酸缓冲液代替一抗，作为空白对照。
５．结果判读和评分：（１）观察程序：先在低倍镜

下观察整张切片，判断染色是否满意。 然后在较高

倍数下观察着色部位。 观察胞质着色癌细胞的比例

和着色强度。 （２）结果判读：关于 ＲＯＳ１ 染色结果的

判读，多数研究采用 ０ 到 ３＋的评分系统，但具体的

判读细则还未统一。 （３）判读标准：考虑到 ＲＯＳ１ 染

色的模式存在多种方式，综合国内外的研究结果和

专家组的经验，专家组建议采用已有文献研究结果，

·０５２· 中华病理学杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ４７ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， Ａｐｒｉｌ ２０１８，Ｖｏｌ． ４７，Ｎｏ．４
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且在国内多家机构使用，检测结果确诊比较高的判

读标准。 具体如下：ＩＨＣ ３＋：＞１０％的肿瘤细胞呈现

深棕色强着色；ＩＨＣ ２＋：＞１０％的肿瘤细胞呈现棕色

着色；ＩＨＣ １＋：＞ １０％的肿瘤细胞呈现微弱棕色着

色，且无任何背景染色；ＩＨＣ ０：肿瘤细胞无明显着色

或≤１０％微弱棕色着色。
６．结果验证：对于免疫组织化学 １＋以上的患

者，建议使用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 或者 ＦＩＳＨ 进行 ＲＯＳ１ 融合基

因的确诊。
免疫组织化学判读和评分时需要注意，在肺泡

上皮细胞、破骨巨细胞等细胞中会观察到一些强的

染色，这种染色在 ＲＯＳ１ 判读时应注意排除。
目前，关于二代测序（ＮＧＳ）检测样本及检测平

台的质控、数据的解析等一系列问题还没有明确的

规范，国内尚无一款获批的基于 ＮＧＳ 的肿瘤靶向治

疗检测试剂盒。 另外，利用血液样本进行 ＲＯＳ１ 基

因检测也无肯定的数据依据。 因此，在临床常规检

测中，暂不推荐利用血检或 ＮＧＳ 等进行 ＲＯＳ１ 基因

融合靶向治疗检测。
ＲＯＳ１ 融合基因作为晚期 ＮＳＣＬＣ 中另一个明确

的分子分型，其检测的标准化非常重要。 本共识是

病理专家结合我国临床检测的实际情况，参考中国

临床肿瘤学会肿瘤标志委员会推荐，提出 ＲＯＳ１ 规

范化检测和诊断流程，即推荐优先使用获批的

ＲＴ⁃ＰＣＲ试剂盒，其次是 ＦＩＳＨ 检测（也需获得 ＣＦＤＡ
批准）；对于 ＲＯＳ１ 免疫组织化学，研究证实 Ｄ４Ｄ６
抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ 公司）具有较高的灵敏度，
但特异度有待提高。 因此，对于免疫组织化学检测

ＲＯＳ１ 阳性的标本必须采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 或 ＦＩＳＨ 方法进

行验证确诊。 本专家共识将依据检测进展情况定期

更新，希望为优化 ＲＯＳ１ 筛查及规范检测提供指导。
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中国非小细胞肺癌RET基因融合临床检测
专家共识

中国抗癌协会肿瘤病理专业委员会分子病理协作组 中华医学会病理学分会分子病理

学组 国家病理质控中心

执笔人：马杰（郑州大学附属肿瘤医院临床病理中心分子病理科 450003）；李研（国家癌

症中心 国家肿瘤临床医学研究中心 中国医学科学院 北京协和医学院 肿瘤医院病理

科 100021）
通信作者：应建明（国家癌症中心 国家肿瘤临床医学研究中心 中国医学科学院 北京协

和医学院 肿瘤医院病理科 100021，Email：jmying@cicams.ac.cn）；周晓燕（复旦大学附属

肿瘤医院病理科 200032，Email: xyzhou100@163.com）；梁智勇（中国医学科学院 北京协

和医学院 北京协和医院病理科 100730，Email: liangzhiyong1220@yahoo.com）
【摘要】 我国非小细胞肺癌患者中RET基因融合的发生率占 1.4%~2.5%。目前国内外已有针对

RET基因融合的靶向药物获批上市，疗效显著。准确检测RET基因融合是实施RET抑制剂治疗的前

提。然而，相对于常见的EGFR、ALK基因变异的检测，我国RET基因融合检测起步较晚，临床检测尚

需进一步规范。本编写组在组织国内多中心研究的基础上，结合临床实践经验、文献阅读并组织专家

讨论，制定了本共识，以期指导对临床RET基因融合检测的实践。

Expert consensus on clinical practice of RET fusion detection in non‐small cell lung cancer in
China
Molecular Pathology Collaboration Group of Tumor Pathology Committee of Chinese Anti‐Cancer
Association, Molecular Pathology Group of Chinese Society of Pathology, Pathology Quality Control
Center
Corresponding author: Ying Jianming (Department of Pathology, National Cancer Center/National
Clinical Research Center for Cancer/Cancer Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking
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(Department of Pathology, Fudan University Shanghai Cancer Center, Shanghai 200032, China Email:
xyzhou100@163. com); Liang Zhiyong (Department of Pathology, Peking Union Medical College
Hospital, Chinese Academy of Medical Science, Beijing 100730, China, Email: liangzhiyong1220@yahoo.
com)

肺癌是我国最常见的恶性肿瘤之一。根据国

家癌症中心发布的数据显示，我国的肺癌发病率和

病死率均居所有恶性肿瘤之首［1］。近十余年来，靶

向药物治疗极大地延长了晚期非小细胞肺癌

（non‑small cell lung cancer，NSCLC）的生存期，提

高了患者生存质量。除常见基因变异（如 EGFR、
ALK等），越来越多的罕见基因变异（如 ROS1、
RET、MET、NTRKs、FGFRs、NRGs等）被发现。针对

这些罕见基因变异的靶向药物也逐渐上市应用于

临床，并表现出显著的疗效。近期，RET抑制剂普

·共识与指南·
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拉替尼（pralsetinib）首先被国家药品监督管理局

（NMPA）批准用于既往接受过铂类化疗的有 RET
基因融合的局部晚期或转移性 NSCLC患者的治

疗 。 其 他 RET 抑 制 剂 还 包 括 塞 尔 帕 替 尼

（selpercatinib）等。目前我国已制定了针对NSCLC
中 EGFR、ALK、ROS1基因变异检测的专家共识及

指南。相对于 EGFR、ALK常见基因变异的检测，

我国RET检测起步较晚［2］，随着检测技术的不断涌

现及RET抑制剂靶向药物的获批，规范地检测出携

带有RET基因融合的NSCLC患者便成了分子病理

检测的当务之急。大规模回顾性研究数据表明，中

国肺癌患者中RET融合的发生率为1.4%~2.5%［3‑4］。

然而，目前我国临床RET基因融合检测尚缺乏指导

性专家共识或指南。本文针对不同检测人群、检测

标本、恰当的检测方法的选择进行了阐述，并制定、

优化了检测流程，以期指导临床检测获得准确的结

果，使患者得到最大限度的获益。

一、RET基因变异形式及致病机制

RET 原 癌 基 因 位 于 第 10 号 染 色 体 长 臂

（10q11.21），编码一种具有酪氨酸激酶活性的单次

跨膜糖蛋白受体，作用于神经胶质细胞胞外信号分

子，该类分子隶属神经营养因子家族［5］。RET激酶

受体可通过细胞内酪氨酸残基的自磷酸化激活，触

发包括RAS‑MARK、PI3K‑AKT、JAK‑STAT、PLCγ等
与细胞增殖及存活相关的信号通路。大量研究认

为多种肿瘤的发生发展与RET基因异常激活密切

相关，主要包括两种改变形式：RET基因点突变及

RET基因融合。RET基因点突变常发生于甲状腺

髓样癌（MTC），最常见的突变位点是M918T。RET
基因融合变异常见于甲状腺乳头状癌（PTC）、

NSCLC，亦可见于结直肠癌、唾液腺癌、卵巢癌等其

他多种癌种中［6‑12］。RET基因融合具有驱动肿瘤发

生、发展的作用。本共识专注于肺癌RET基因融合

检测。

RET原癌基因发生融合的分子机制类似于

ALK融合，主要通过本身断裂与其他基因接合的方

式发生重组，形成一个含有RET基因C端与另一基

因N端的新的融合基因［13］。RET基因断裂位点常

常发生在第 11号内含子，其 3′端残基含有酪氨酸

活化结构域。而RET基因的融合伴侣基因断点较

多，其 5′端残基含有螺旋折叠二聚体结合域。基因

融合发生时 5′端残基反转并移位，在胞质内形成融

合基因序列。由于伴侣基因失去泛素化降解，使

RET基因酪氨酸活化结构域变构，暴露磷酸化位点

引起RET活化，从而增强信号转导功能，导致肿瘤

发生［14］。除此之外，RET激酶持续活化能使肿瘤细

胞分泌趋化因子、细胞因子，对肿瘤转移、炎性微环

境及内分泌抵抗具有一定作用。RET融合基因及

其产生的融合蛋白为体外检测提供了靶标，同时为

靶向药物的研发提供了靶点。

二、RET基因融合检测意义

尽管 RET基因融合在 NSCLC中发生率仅为

1.4%~2.5%，但以我国每年的 NSCLC患者基数估

算，中国每年新发 RET阳性肺癌患者约上万人。

RET基因最常见的断裂位点位于第 11号内含子，

部分融合断点位于第 11号外显子和第 10号内含

子，至今已发现至少 50余种RET融合变体。基于

国内多中心研究成果，非小细胞肺癌中KIF5B‑RET
为最常见的 RET融合亚型，约占所有 RET融合的

68.3%，其最常见断裂位点为 K15∶R12 及 K16∶
R12；其次为 CCDC6‑RET（16.8%，常见断点 C1∶
R12）及 NCOA4‑RET（1.2%）。对于未接受过靶向

治疗的人群，RET融合通常与 EGFR、ALK、ROS1、
BRAF和METex14跳跃等驱动基因变异相排斥；但

是有研究表明，靶向治疗（如 EGFR抑制剂治疗、

ALK抑制剂治疗）耐药后 RET基因融合可作为耐

药机制存在［15‑16］。

在晚期肺癌患者中检测RET基因融合状态可

以指导靶向用药。两款高选择性RET抑制剂普拉

替尼（pralsetinib）和塞尔帕替尼（selpercatinib）因在

晚期RET基因融合阳性NSCLC中显示出良好的抗

肿瘤活性和安全性，已获得美国 FDA批准用于转

移性RET基因融合阳性NSCLC，2021年 3月普拉替

尼胶囊已获得国家药品监督管理局（NMPA）批准，

用于治疗经含铂类化疗的RET融合阳性的局部晚

期或转移性NSCLC成人患者。在我国批准用于临

床的普拉替尼是一种强效、高选择性的RET激酶抑

制剂，通过抑制 RET/SHC/ERK1/ERK2蛋白磷酸

化，抑制MAPK信号通路，从而抑制肿瘤细胞的增

殖，达到抗肿瘤的作用［8］。在 ARROWⅠ/Ⅱ研究

中，普拉替尼在RET融合阳性的NSCLC患者中客

观缓解率（ORR）达 63%，完全缓解达 6%；中国亚组

数据显示，普拉替尼在经铂类治疗失败后的患者中

ORR达 56%，疾病控制率（DCR）达 97%，其中半数

的患者经历了≥3线的系统治疗［17］。另外，其他几

种选择性RET抑制剂正在研发中，包括TPX‑0046，
它是一种 RET和 SRC的大环抑制剂，在临床前研

究中证实对RET溶剂前沿突变引起的耐药有效［18］。
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有研究结果发现，NSCLC术后患者中，与 EGFR阳

性患者相比，RET融合患者无复发生存期更短

（20.9个月比 28.4个月），约 50%的患者分期更晚

（ⅢA期）［19］，因此RET基因检测可以指导手术患者

预后。对于晚期不可手术的 RET融合 NSCLC患

者，目前在国内的标准一线治疗方案为含铂化疗，

无进展生存期（PFS）为 5~9个月，RET融合的患者

对免疫治疗获益有限［20‑23］。此外，有研究表明，不

同的 RET融合类型对 RET抑制剂的疗效亦有差

异，在接受RET抑制剂治疗后 CCDC6‑RET患者总

生存期显著优于KIF5B‑RET患者［24］。

目前，RET基因融合检测标准和推荐方法还无

定论，NCCN指南推荐NSCLC患者进行包括RET融
合基因在内的更广泛的基因变异谱检测，以鉴别有

可及药物的罕见驱动基因变异，或就临床试验的可

能性向患者提供适当的建议。中国临床肿瘤学会

（CSCO）NSCLC诊疗指南（2020）推荐通过二代测序

确定包括RET基因融合在内的具有临床意义的目

标靶点（2B类证据）。由于 RET基因融合也是

EGFR激酶抑制剂及ALK激酶抑制剂（TKI）获得性

耐药机制之一［15‑16］，RET基因融合的检测对于

EGFR‑TKI及ALK‑TKI耐药患者的预后及耐药后治

疗也有指导意义。

三、RET基因融合检测适用人群

1.强烈推荐所有经病理诊断为肺腺癌（包括含

腺癌成分的 NSCLC）的晚期患者进行 RET基因检

测。对于晚期 NSCLC患者，RET基因融合检测能

够有效筛选RET抑制剂获益人群。

2.推荐经活检组织病理学证实为非腺癌的晚

期NSCLC患者进行RET基因检测。部分活检为鳞

状细胞癌的患者，经术后病理证实存在肺腺癌成

分；其他非腺非鳞NSCLC也可存在RET基因融合。

因此，本共识推荐经活检组织病理学证实为非腺癌

的晚期NSCLC患者进行RET基因检测，以期使这

部分患者获得更多治疗方案的选择。

3.推荐 EGFR‑TKI及 ALK‑TKI耐药患者进行

RET 基 因 融 合 检 测 。 已 有 文 献 报 道 ，对 于

EGFR‑TKI及ALK‑TKI用药人群，RET基因融合可

作为耐药机制存在。因此，本共识推荐对于曾接受

过EGFR‑TKI及ALK‑TKI治疗的患者，耐药后无论

之前是否进行过RET基因融合检测，除进行常见耐

药机制（如T790M等）检测外，应考虑通过二代测序

技术检测包括RET融合在内的耐药靶点，以期使这

部分患者明确耐药机制，为后续治疗方案的选择提

供依据。

4.推荐术后明确为浸润性腺癌的患者，除检测

常见驱动基因变异（EGFR、ALK）外，应考虑检测包

括RET基因融合在内其他罕见基因变异。有研究

表明，RET基因融合与手术患者预后相关。实验室

平台可及时推荐RET与 EGFR、ALK、ROS1等同时

行多基因检测。

四、常见送检标本类型

1.肿瘤组织样本。病理医师需要对组织病理

切片进行评估，包括有无出血、坏死和不利于核酸

检测的前处理（例如强酸脱钙处理），肿瘤细胞的总

量和比例。组织标本中肿瘤细胞含量建议达到

20%以上，低于此标准可富集后检测。肿瘤组织样

本若保存时间过长或者未经规范化前处理，可能会

影响检测结果。若肿瘤组织需要进行脱钙处理，推

荐使用 EDTA为基础的脱钙液以保证核酸的保存

及质量。

2.细胞学样本。包括胸腹积液、支气管刷检、

支气管内超声引导细针穿刺活检（EBUS FNA）样

本、痰、肺泡灌洗液等。此种样本进行基因检测结

果同样有效，是晚期肺癌患者较为常用的检测样本

类型。但此种样本往往量少，需要评估样本中的肿

瘤细胞含量及比例，评估满足检测要求后方可进行

基因检测。

3.液体活检。对于不能获得组织或细胞学样

本的晚期肺癌患者，可采用血液、胸腹积液上清、脑

脊液上清等进行基因检测，但存在一定的假阴性

率。晚期NSCLC患者的血液中存在循环肿瘤DNA
（ctDNA），其血浆中 ctDNA有相对更高的检出率。

推荐使用含有游离DNA保护剂及防细胞裂解保护

剂的专用采血管收集血浆。若使用常规 EDTA抗

凝管，应在血液离体后 2 h内及时进行血浆分离冻

存或提取。严禁使用肝素抗凝管采集的血液进行

ctDNA 检测。对于部分晚期发生脑膜转移的

NSCLC患者，脑脊液上清对颅内肿瘤的 ctDNA具有

富集作用，可通过腰椎穿刺获取脑脊液上清提取

ctDNA并进行相关基因检测。与肿瘤组织和细胞

学样本相比，血液和脑脊液中的 ctDNA含量较低，

应选择高灵敏度的二代测序方法，其基因结果具有

较高的特异度，但灵敏度较差。因此液体活检为无

法获得组织/细胞学样本时的补充检测，具有一定

假阴性，若液体活检未检测到相关变异，可考虑再

取组织或细胞学样本进行检测。

五、常用RET基因融合检测方法（表 1）及判读
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标准

目前常见的分子病理检测方法包括免疫组织

化学（IHC）、荧光原位杂交（FISH）、即时荧光聚合

酶链式反应（RT‑PCR）、二代测序技术等。其他技

术平台，如数字 PCR、Nanostring等也逐渐成熟，有

待进入临床应用积累更多的临床实践经验。所有

分子病理检测方法均具有优缺点，也受所检基因变

异类型和数量、标本类型、标本数量和质量、实验室

条件等影响。必要时需行多平台检测互补和

验证［25］。

以上五种方法基本可分为三类：基于蛋白表达

的检测，基于组织/细胞学样本核酸（DNA或RNA）
的检测，及基于体液游离肿瘤DNA的检测。以下

详细阐述各方法的优势及局限性。

1.基于蛋白的RET基因融合检测：免疫组织化

学主要是利用抗原‑抗体特异性结合的原理，通过

化学反应使标记抗体的显色剂显色来确定组织细

胞内抗原（多肽和蛋白质），对其进行定位、定性及

相对定量的检测技术。在临床病理诊断中广泛应

用。最新研究表明 IHC检测 RET融合其灵敏度

50%~100%，特异度 30%~90%，综合评价灵敏度和

特异度，IHC不是作为 RET诊断的最佳手段。另

外，RET融合蛋白的表达均位于胞质中，少见胞膜

表达，因此 IHC判读较为困难。并且，在实际操作

过程中，存在抗体克隆选择多样、参照标准选择不

明确、阳性阈值不确定等问题，且病理报告解读也

是制约 IHC检测在临床应用的因素。此外，通过

IHC检测确定RET表达量指导临床靶向治疗疗效

也存在偏差，有报道证实存在RET无表达的患者使

用 RET抑制剂有效的现象［19］。因此，参考其他指

南，目前暂不推荐直接用 IHC检测RET基因融合表

达。特异性抗体选择和 IHC标准化流程制定是推

动免疫组织化学技术在RET融合基因检测应用的

关键。

2.基于肿瘤组织或细胞DNA/RNA的RET基因

融合检测：（1）FISH检测：FISH技术利用荧光标记

的特异核酸探针与细胞内相应的靶 DNA分子杂

交，通过观察荧光信号，来确定目的基因分离或融

合状态，是检测基因易位/融合的“金标准”。FISH
检测技术对肿瘤细胞的含量要求较低（样本中存在

50个以上的肿瘤细胞即可进行判读），但是在检测

RET融合时也存在以下几点限制：首先 FISH检测

不能提供关于融合伴侣基因的充分信息［24，26］，需进

一步明确定义阳性结果的临界值（cut‑off值）；其

次，FISH检测对于操作和判读要求相对较高，需有

经验丰富的医师判定结果；再者，有文献报道FISH
是一种敏感但是非特异的RET融合检测方法，对于

发生了RET基因重排但未产生实质性基因融合的

病例，FISH可能会出现假阳性的情况，因此对于非

典型的FISH结果（如单色、伴有信号扩增等），建议

使用RT‑PCR或RNA NGS进行进一步验证［27］。除

上 述 因 素 外 ，FISH 检 测 经 典 RET 融 合

（KIF5B‑RET，CCDC6‑RET）的灵敏度最高，分别为

100%和 95%，其他非经典融合如NCOA4‑RET灵敏

度仅为 66.7%［28］。这些因素检测时均应引起关注。

综上所述，推荐在NGS或RT‑PCR不可及的情况下

使用FISH进行检测，或样本量较少或质量不佳时，

首选 FISH检测。若遇非经典分离/融合信号或位

表1 非小细胞肺癌RET基因融合检测常见方法比较及推荐级别

检测方法

IHC

FISH
RT‑PCR

基于DNA的
二代测序

基于RNA的
二代测序

适用范围

检测蛋白表达

检测基因易位

检测已知融合mRNA

同时检测多个基因的
多种已知或未知变
异类型

可同时检测多种融合
基因

适用样本

组织样本（FFPE），组
织量要求低

组织样本、细胞学样
本，样本量要求低

组织样本、细胞学样
本，样本质量要求
高

组织样本、细胞学样
本、体液样本，样本
质量要求高

组织样本、细胞学样
本，样本量要求最
高

灵敏
度

中

高

高 2

高

高 4

特异
度

中

高

高

高

高

伴侣
基因
检测

否

否/是 1

是/否 2

是/否 3

是/否 5

检测
周期
（d）
1~2

2~3
2~3

5~7

5~7

主要优缺点

检测平台可及性高，廉价、快捷，但抗体
可及性差，存在一定的假阴性和假阳
性

基因易位检测的“金标准”，但性价比差，
罕见变异类型存在假阴性

检测平台较普遍，检测周期相对快，但不
能检测罕见变异类型

高通量检测（基因数量和变异类型），灵
敏度及特异度高，但与产品探针设计
覆盖度及生物信息分析能力有关

高通量检测（融合基因），特异度最高，灵
敏度与产品覆盖度有关

推荐级别

不推荐

推荐

强烈推荐

强烈推荐

推荐

注：IHC：免疫组织化学，FISH：荧光原位杂交，RT‑PCR：即时荧光聚合酶链反应；1使用特异融合伴侣的探针时；2无法检测引物未覆盖的罕

见融合伴侣；3无法检测断裂区未覆盖的罕见融合伴侣；4与产品设计有关；5扩增子建库时无法检测引物未覆盖的罕见融合伴侣
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于判断阳性阈值交界时，应用其他检测方法进行验

证。（2）NGS高通量测序：NGS根据检测基因分子的

类型不同分为基于DNA水平和RNA水平进行检测

RET基因融合。①DNA‑NGS：通过捕获平台在

DNA水平能够检测到包括已知和未知位点在内的

所有RET基因易位，但是其准确性会受捕获探针的

覆盖度、标本DNA质量，以及生物信息学分析等关

键因素影响［29］。且DNA水平检测到部分罕见融合

断裂位点可能并不能代表RNA水平的融合位点，

在极少数情况下，DNA水平上检测到的基因易位

并不会引起融合基因的表达。目前文献报道灵敏

度为 87.2%~100%，特异度为 98.1%~100%。因此，

基于DNA的靶向测序分析通常辅以RNA测序方法

验证，在临床应用前明确其灵敏度和特异度。②
RNA‑NGS：通过扩增子平台在RNA水平上进行检

测，仅需要极少量的RNA就能检测到RET融合基

因表达，但是检测范围一般仅局限于特定的常见融

合类型，罕见融合可能会漏检。此外，RNA水平检

测对样本质量要求较高，保存时间较长导致 RNA
降解、FFPE组织在制作过程中导致RNA交联无法

完整提取等情况都对结果产生较大影响，高度降解

或者交联的RNA因片段太短而不能提供完整的基

因信息，并且会妨碍文库构建和测序［30‑31］。基于捕

获的文库构建能检测所有基因融合变异，但同样受

到临床样本质量的限制。NGS能有效鉴定出 FISH
不能明确诊断的RET阳性肺癌患者。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ALK、ROS、RET
融合。在检测多基因的时候也需要注意考虑组织

标本的量。小活检标本应优化检测流程，合理设计

检测项目和方法，避免二次活检［32‑35］。（3）RT‑PCR：
RT‑PCR法检测RET融合基因的特点在于快速、简

便易行、能同时明确RET已知的融合变体的类型，

但因为RT‑PCR只能检测已知RET融合基因类型，

所以存在假阴性可能，在临床应用中可能会低估

RET融合发生率［36］。因涉及基于mRNA的 PCR扩

增，其对于检测环境和标本质量都有比较高的要

求，因此开展基于 PCR技术检测 RET融合变异的

实验室环境要求较高，应强化内、外部质控，避免污

染。对于 Ct值在阈值范围附近的患者，在进行结

果判读时需要谨慎对待，需结合标本质量、肿瘤细

胞含量、质控情况等综合分析。必要时使用其他技

术平台进行进一步复检。该方法适用于中性甲醛

溶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［37］。（4）NanoString技术：数字化基

因分析系统是最新的多重基因定量检测技术。该

技术可直接检测条形码探针标记的单个mRNA转

录子，并通过数字计数进行定量。它仅需 100 ng的
RNA即可对逾 800个特异的mRNA转录子进行准

确的定量。有文章报道NanoString和 FISH检测在

检测肺癌ALK、ROS、RET基因融合方面一致性可

高达 100%。技术准确性层面NanoString应用于临

床检测具有可行性。NanoString技术平台自动化程

度非常高，通过机器就可以直接读数，并且单次反

应能够同时检测 800多条序列，高通量检测可以大

大节约临床标本，针对单个基因的检测成本也大大

降低。但是目前国内由于设备未能普及，另外还有

融合探针的合成、试剂性能验证、NMPA批准等因

素，短期内应用于临床尚不现实［38］。

3.基于液体活检标本 ctDNA的RET基因融合

检测：液体活检标本（包括血液、胸腹积液、脑脊液

等）中存在游离DNA（cell‑free DNA，cfDNA），其中

携带肿瘤特有变异信息的为 ctDNA。目前 ctDNA
被 NMPA推荐用于晚期 NSCLC中血 EGFR等多项

基因检测。由于 ctDNA在肿瘤患者体内的含量很

低，约占整体 cfDNA的 1%，半衰期短，约为 2 h。因

此需要灵敏度高的检测技术，并且可能存在假阴

性。多项研究证实使用 ctDNA检测 RET融合可

行［39］，但存在局限性。有报道认为转移性 NSCLC
在初始发病或疾病进展时检出率较高，RET融合在

ctDNA中的含量随肿瘤负荷和治疗过程变化而变

化 ；经 典 KIF5B‑RET、CCDC6‑RET 融 合 均 可 用

NGS‑DNA检出，但在大多数情况下，RET融合探针

的覆盖度有限［40‑41］，因此在用外周血检测RET融合

时，必须考虑到这些检测的局限性，当出现阴性结

果时，应在报告中注明假阴性的可能性。

六、RET基因融合检测流程及注意事项

1.RET基因融合临床检测流程推荐：在临床实

践中，多种检测方式已应用于检测RET基因融合，

但灵敏度和特异度不同，各具有优缺点。检测医师

应根据送检标本的类型、数量及质量、所检基因变

异类型和数量，以及实验室条件等合理选择检测方

式，必要时行多平台检测互补和验证。依据文献及

真实实践，专家组推荐下列流程，以有效筛选出

RET基因融合的患者（图 1）。对于组织、细胞学标
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本可获取的非小细胞肺癌患者，依据实验室条件，

推荐包含RET在内的多基因DNA‑NGS检测，对于

检出的复杂融合形式或罕见配体，建议通过

RNA‑NGS/RT‑PCR进行验证。对于包括RET基因

融 合 在 内 的 驱 动 基 因 均 阴 性 时 ，建 议 进 行

RNA‑NGS检测。如果NGS平台不可及，或者已接

受过 EGFR、ALK、ROS1检测为阴性的 NSCLC患

者，需要进行RET基因单独检测时，依据实验室平

台的适用性、成本和（或）肿瘤细胞的数量，选择

FISH或RT‑PCR检测；如果检测结果为阴性或判读

模糊，建议使用NGS验证。对于少数晚期非小细胞

肺癌患者无法获得组织学或细胞学样本的，专家共

识建议尝试使用液体活检标本（血液、胸腔积液、脑

脊液等）进行 NGS检测。如果液体活检未检测到

RET基因融合及其他驱动基因变异，仍然需要进行

肿瘤组织检测，以排除RET融合假阴性的可能性。

2.RET基因融合临床检测注意事项：（1）组织

样本或者细胞学样本在RET基因融合检测前均需

要由专业的病理医师进行肿瘤细胞含量评估，并根

据样本类型、肿瘤细胞含量、样本质量合理选择检

测方式。血液 ctDNA可用于组织或者细胞学样本

不可及时的补充检材，但临床使用时需向患者阐明

其假阴性可能。（2）为了避免样本浪费和节约检测

时间，对于晚期非小细胞肺癌活检样本，建议一次

性切出需要病理诊断和分子诊断的样本量，以保证

基因检测的可行性。对于晚期初诊或者靶向治疗

耐药后再次活检的患者，需要联合检测其他驱动基

因变异或者检测可能的多种耐药机制时，建议患者

使用高通量多基因检测方法，以保证使用有限的标

本获得更多基因变异状态，选取最佳治疗策略，避

免由于标本缺乏导致患者二次活检。（3）RET融合

在NSCLC中突变率 1.4%~2.5%，临床应用时应考虑

效率和成本。RET基因融合检测需做好室内外质

控，并建立有效的临床病理沟通机制［42］。

中国非小细胞肺癌RET基因融合检测专家共

识要点见表2。
免责声明 本文中公布的临床实践专家共识内容由专家组成员依

据现有医学证据及实践经验共同讨论形成，以帮助相关人员进行

非小细胞肺癌RET基因融合检测或临床决策。其中的内容可能不

够全面或不够充分。医学知识发展迅速，在本共识产生到发表期

间均可能出现新的证据，而这些可能并没有体现在本共识中。另

外，因检测流程复杂、实验室条件差异以及患者之间存在个体差异

等影响检测决策或结果，因此，本共识中内容的采用应结合检测条

件、政策许可以及专业人员的独立专业判断。对本共识内容的使

用是自愿的。专家组成员明确否认对文中所提及的任何产品具有

商业性目的。专家组对因使用本共识内容而造成的或与之相关的

任何人身伤害或财产损失，或任何错误或遗漏不承担任何责任。

《中国非小细胞肺癌RET基因融合临床检测专家共识》编

写专家组成员：国家癌症中心 国家肿瘤临床医学研究中心

中 国 医 学 科 学 院 北 京 协 和 医 学 院 肿 瘤 医 院 病 理 科

（应建明、李研）；郑州大学附属肿瘤医院临床病理中心分

子病理科（马杰、冯君楠）；复旦大学附属肿瘤医院病理科

（周晓燕、柏乾明）；中国医学科学院 北京协和医学院 北京

协和医院病理科（梁智勇）

RET基因融合多中心研究主要研究者（按单位名称汉语拼

音字母排列）：复旦大学附属中山医院病理科（纪元）；复旦

大学附属肿瘤医院病理科（周晓燕）；国家癌症中心 国家肿

瘤临床医学研究中心 中国医学科学院 北京协和医学院 肿

瘤医院病理科（应建明）；哈尔滨医科大学附属肿瘤医院病

表2 中国非小细胞肺癌RET基因融合检测

专家共识要点

项目

一、RET基因融合检测的临床意义

1.伴有RET基因融合的晚期NSCLC患者可从RET
抑制剂治疗中显著获益

2.伴有RET基因融合的NSCLC手术患者无复发生
存期较短

二、RET基因融合检测的适用人群

1.经病理诊断为晚期肺腺癌（包括所有含腺癌成
分）的患者

2.经活检组织病理学证实为非腺癌的晚期NSCLC
患者

3.EGFR‑TKI及ALK‑TKI耐药患者

4.术后明确为浸润性腺癌的患者

三、RET基因融合检测方法

1.NGS‑DNA/RNA
2.RT‑PCR
3.荧光原位杂交

4.免疫组织化学

四、RET基因融合的标本类型

1.组织标本（小活检、手术等）

2.细胞学标本（胸腔积液、细针穿刺、EBUS‑FNA
等）

3.液体活检标本（血液、胸腹积液、脑脊液等，组织
学标本不足时）

五、RET基因融合检测策略优化

1.RET与EGFR、ALK、ROS1、MET等同时检测

2.先检测EGFR、ALK等，阴性者再检测RET等
3.RET单独首次检测

六、RET基因融合检测流程及注意事项

1.组织/细胞学样本在检测前应由病理医师进行肿
瘤含量评估

2.对于晚期NSCLC活检样本，一次性切出病理诊
断及分子诊断所需标本量，以提高基因检测的
成功率

3.RET基因融合在NSCLC中突变率约 2%，临床应
用时应考虑效率和成本

专家共识推荐要点 推荐级别

强烈推荐

推荐

强烈推荐

推荐

推荐

推荐

强烈推荐

强烈推荐

推荐

不推荐

强烈推荐

强烈推荐

推荐

强烈推荐

推荐

不推荐

强烈推荐

强烈推荐

推荐

注：NSCLC：非小细胞肺癌
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理 科（孟 宏 学）；南 京 医 科 大 学 第 一 附 属 医 院 病 理 科

（张智弘）；山西省肿瘤医院病理科（郗彦凤）；首都医科大

学附属北京胸科医院 北京市结核病胸部肿瘤研究所病理

科（车南颖）；郑州大学第一附属医院病理科（姜国忠）；郑州

大学附属肿瘤医院临床病理中心分子病理科（马杰）

共识讨论及投票临床和病理专家（按单位名称汉语拼音字

母排列）：北京大学医学部病理学系（张波）；北京医院病理

科（王征）；滨州医学院附属医院病理科（李红）；福建医科大

学附属协和医院病理科（姚梅宏）；复旦大学附属中山医院

病理科（侯英勇、纪元）；复旦大学附属肿瘤医院病理科
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第二医院病理科（孙平丽）；吉林大学第一医院病理科

（段秀梅）；吉林省肿瘤医院肿瘤内科（程颖）；解放军东部战

区总医院病理科（饶秋）；解放军陆军特色医学中心病理科

（王秋实）；解放军总医院第一医学中心病理科（王琼）；广东

省人民医院病理科（崔倩）；哈尔滨医科大学附属第一医院
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河北医科大学第二医院病理科（李月红）；河北医科大学第

四医院病理科（刘月平）；河南省人民医院病理科（徐紫光）；

湖北省肿瘤医院病理科（郭芳）；湖南省肿瘤医院内科

（邬麟）；华中科技大学同济医学院附属同济医院胸部肿

瘤科（褚倩）；空军军医大学西京医院病理科（胡沛臻）；
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医院病理科（何莲）；陆军军医大学西南医院病理科（罗韬）；

南京大学医学院附属鼓楼医院病理科（杨军）；南通市肿瘤

医院病理科（朱兴华）；青岛大学附属医院分子病理诊

断科（邢晓明）；山东大学齐鲁医院病理科（韩博、邢爱艳）；

山东省千佛山医院病理科（房磊）；陕西省肿瘤医院病理科

（袁勇）；上 海 交 通 大 学 医 学 院 附 属 仁 济 医 院 病 理 科

（刘 泽 兵）；上海交通大学医学院附属瑞金医院病理科

（董磊）；上海市第十人民医院病理科（郑佳谊）；上海市肺科

医院病理科（吴伟、武春燕）、肿瘤科（周彩存）；上海胸科医

院病理科（韩昱晨）、肿瘤科（陆舜）；首都医科大学附属北

京朝阳医院病理科（路军）；首都医科大学宣武医院病理科

（滕梁红）；四川大学华西医院病理科（唐源）；四川省肿瘤

医院病理科（廖琼、刘洋）；苏州大学附属第一医院病理科

（朱卫东）；天津医科大学总医院病理科（张丹芳）；西安交通

大学第一附属医院病理科（刘希、张冠军）、肿瘤内科

（郭卉）；新疆医科大学第一附属医院病理科（崔文丽）；徐州

医科大学附属医院病理科（刘慧）；右江民族医学院附属医

院病理科（朱晓莹）；浙江大学医学院附属邵逸夫医院病理

科（胡 晓 彤）；浙 江 省 肿 瘤 医 院 病 理 科（苏 丹）、内科

（范云）；郑州大学第一附属医院病理科（姜国忠）；郑州大
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内科（马智勇、王慧娟）；中国科学技术大学附属第一医院临
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院病理科（吴焕文）；中国医学科学院肿瘤医院病理科

（李卫华、郭蕾）、内科（李峻岭、王燕、王志杰）；中南大学湘

雅医院病理科（肖德胜）；中日友好医院病理科（陈皇）；中山

大学附属第一医院分子诊断与基因检测中心（柯尊富）；

中山大学附属中山医院（中山市人民医院）分子诊断中心
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（欧阳能太）；中山大学肿瘤医院分子诊断科（何彩云）
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肺癌

货号 产品名称 临床⽤途

⼈类ALK基因融合检测探针（荧光原位杂交法）FP-002 靶向⽤药

6q探针试剂（原位杂交法）-ROS1断裂FP-006 靶向⽤药

MET基因探针试剂（原位杂交法）FP-046 靶向⽤药

RET基因断裂探针试剂（原位杂交法）FP-059 靶向⽤药

NTRK1/NTRK2/NTRK3基因断裂探针试剂
�（荧光原位杂交法）-NTRK1断裂

FP-231-1 靶向⽤药

NTRK2（9q21）基因断裂探针试剂（荧光原位杂交法）FP-092 靶向⽤药

NTRK3（15q25）基因断裂探针试剂（荧光原位杂交法）FP-093

靶向⽤药⼈类HER2基因扩增检测试剂盒（荧光原位杂交法）FP-001

常见检测项目列表

*以上探针均获证，可合规销售

靶向⽤药
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仅需 此设备和荧光显微镜
即可开 展FISH项目

简单化

标准化

同批次 可检测6-10种探针
可同时处 理不同组织样本

多样 化

一体化

快速化

智能化

快速FISH智能一体机
从白片到FISH染色完成所有步骤，全程不需要手动操作。
是病理科检测、诊断设备上真正的技术革新！

产品用途

从白片到阅片前的所有FISH步骤6h内全自动完成，全程无需人工干预

真正的全自动FISH设备

全自动特殊染色机

鄂汉械备20190460
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