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Abstract: Objective  To explore the characteristics of ALK fusion gene in patients with primary lung 
adenocarcinoma in Gannan region, with hopes of scientifically guiding such patients towards selecting targeted 
drugs. Methods  5′/3′ imbalance strategy for qRT-PCR was used to detect the expression of ALK fusion gene 
in 233 cases of primary pulmonary adenocarcinoma and the clinical pathological characteristics were analyzed. 
Results  The expression rate of ALK fusion genes was 9.01% (21/233). The expression rate of ALK fusion 
gene in female and N1-3 patients was significantly higher than that in male and N0 patients (P<0.05); The 
expression rate of ALK fusion gene in patients with no smoking history, age<55 years, M1 stage and fresh 
biopsy specimens was relatively high (P>0.05); The expression of ALK fusion gene was not correlated with 
TNM stage, T stage, surgical treatment or tumor distribution location (P>0.05). Moreover, in the subgroup 
analysis of 153 M1-stage cases, no correlation was found between the expression of ALK fusion gene and the 
metastasis of common sites of lung cancer (bone, brain, opposite lung, pleural dissemination adrenal glands 
and liver) (P>0.05). Conclusion  The expression rate of ALK fusion gene in primary lung adenocarcinoma in 
Gannan region is relatively high, which is common in female patients with lymph node metastasis.
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摘  要：目的   探讨赣南地区原发性肺腺癌患者间变淋巴瘤激酶（ALK）融合基因的特点，科

学指导此类患者优选靶向用药。方法  采取不平衡法检测233例原发性肺腺癌患者ALK融合基因

的表达情况，回顾性分析其临床病理特征。结果  有ALK融合基因表达者21例，表达率为9.01%
（21/233）。女性、N1-3患者ALK融合基因表达率显著高于男性、N0患者（P<0.05）；ALK融合基

因在无吸烟史、年龄<55岁、M1期患者以及新鲜活检标本中的表达率相对较高，但未达统计学意义

（P>0.05)）；ALK融合基因的表达与TNM分期、T分期、是否手术治疗以及肿瘤分布位置均无相关性

（P>0.05）。此外，在153例M1期病例亚组分析中，未发现ALK融合突变与肺癌常见部位（骨、脑、

对侧肺、胸膜播散、肾上腺及肝）转移的相关性（P>0.05）。结论  赣南地区原发性肺腺癌中ALK融

合基因表达率较高，好发于女性和有淋巴结转移的患者。
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0  引言
肺癌是目前我国发病率和死亡率最高的恶

性肿瘤，作为非小细胞肺癌（NSCLC）继表皮

生长因子受体（epidermal growth factor receptor, 
EGFR）基因突变之后被发现的第二大突变基因—
棘皮动物微管相关蛋白4-间变淋巴瘤激酶（echino-
derm microtubule-associated protein-like 4-anaplastic 
lymphoma kinase, EML4-ALK）融合基因在NSCLC
发生、发展、预后及转归中扮演着重要角色，尤

其是肺腺癌最具有特点的致癌基因。文献[1-4]报道
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不同地区的NSCLC患者中EML4-ALK融合突变存

在差异，目前赣南地区尚无ALK融合基因的相关

报道。本研究通过不平衡法（即基于3'端和5'端的

表达水平不平衡策略的qRT-PCR方法）检测赣南

地区原发性肺腺癌组织中ALK融合基因的表达情

况，回顾性分析其临床病理特征，旨在探讨赣南

地区原发性肺腺癌ALK融合基因的特点，科学指

导此类患者优选靶向用药。

1  资料与方法
1.1  一般资料

选取赣南医学院第一附属医院2016年—2020
年经病理检查确诊为原发性肺腺癌的病例233例，

其中男127例（54.51%），女106例（45.49%），

平均年龄（60 .3±10 .618）岁，中位年龄61岁

（34~89岁）；无吸烟史142例（60.94%），有吸

烟史91例（39.06%）；临床分期按国际肺癌研究

协会第八版国际肺癌TNM分期标准执行：Ⅰ期42
例（18.02%）、Ⅱ期17例（7.30%）、Ⅲ期21例

（9.01%）、Ⅳ期153例（65.67%）。入组患者分

布于赣南地区，均为初治，未接受过化疗、放疗

或靶向治疗。

1.2  方法

1 . 2 . 1   筛 选 病 例   经 外 科 手 术 切 除 或 C T 引 导

下经皮肺穿刺活检或电子支气管镜活检组织标

本233例，其中石蜡切片组织标本201例，新鲜

活 检 组 织 标 本 3 2 例 。 经 赣 南 医 学 院 第 一 附 属

医 院 科 学 研 究 伦 理 委 员 会 审 查 批 准 （ 编 号 ：

LLSC-2021081601）。

1.2.2  标本固定  由医院病理科进行石蜡包埋固

定，按至少5 μm厚度切取病理白片15张外送。32
例新鲜组织标本离体后储存在RNAfixer组织保存

液中固定后外送。经患者知情同意后，233例样

本先后外送至浙江鼎晶医学检验所进行ALK融合

基因检测。

1 . 2 . 3   总 R N A 提 取   采 用 组 织 R N A 抽 提 k i t
（Qiagen）试剂盒提取样本总RNA，紫外分光光

度仪测定模板总RNA的浓度（>30 ng/μl）和纯度

（OD260/OD280值为1.8~2.0）。

1.2.4  反转录（reverse transcription, RT）合成

cDNA  参照M-MLV反转录试剂盒说明书设置RT程

序：25℃ 5 min；42℃ 60 min；75℃ 5 min；4℃ 5 min。

1.2.5  Real-time PCR体系  RT产物通过SYBR 
Green PCR master mix（Applied Biosystems）试

剂进行PCR反应，反应体系中加入荧光物质并采

用ABI 7500 PCR仪检测。PCR程序参照人EML4-
ALK融合基因检测试剂盒（real time PCR）使用

说明书进行设置：（1）UNG酶反应：50℃ 2 min 
1个循环；（2）预变性：95℃ 10 min 1个循环； 
（3）变性：95℃ 15 s；退火、延伸及检测荧光

（荧光通道为FAM）60°C 32 s，共45个循环；

（4）溶解曲线（60℃~95℃按1%的速度递增，此

阶段吸收荧光信号）：95℃ 15 s 1个循环；60℃     
1 min 1个循环；95℃ 30 s 1个循环；60℃ 15 s 1个

循环。引物序列见表1。

1.3  统计学方法

本组资料为计数资料，以百分数表示。应用

SPSS24.0软件，采用χ2检验或确切概率法进行统计

学分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  ALK融合基因的表达情况

入组233例样本，共检测出21例ALK基因融

合，表达率为9.01%，见图1。

2.2  ALK融合突变与肺癌患者临床病理特征的关系

女性、N1-3患者ALK融合基因表达率为13.2%
（14/106）、12.5%（18/144），均显著高于男性

（5.5%）、N0（3.4%）患者，差异有统计学意义

（P<0.05）；ALK融合基因在新鲜组织标本、年龄

表1  Real-time PCR引物序列
Table 1  Primer sequences of real-time PCR

Gene Primer sequences ( 5′→3′ ) Primer
 length

EML4-ALK-M
  ALK-21/22F1 GCAAGTGGCTGTGAAGAC 18bp
  ALK-22/23R1 GGTGGTTGAATTTGCTGATG 20bp
EML4-ALK-N
  ALK-18F1 AAGGCCACGGGGAAGTG 17bp
  ALK-18/19R1 GGGTGGGTGACACAATGC 18bp
GAPDH-Q
  GAPDH-QF GCCACATCGCTCAGACACC 19bp
  GAPDH-QR GATGGCAACAATATCCACTTTACC 24bp

图1  ALK融合突变Real-time PCR图
Figure 1  Real-time PCR pictures of ALK fusion mutation
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<55岁、无吸烟史以及M1期患者中的表达率相对较

高，但未达统计学意义（P>0.05）；ALK融合基因

的表达与TNM分期、T分期、是否手术治疗以及肿

瘤分布位置均无相关性（P>0.05），见表2。

2.3  ALK融合突变与肺癌常见部位转移的关系

在153例M1期病例中，肺癌常见转移部位按

发生率大小依次是骨转移、脑转移、对侧肺转

移、胸膜播散（恶性胸水、心包积液或胸膜结

节）/肾上腺转移以及肝转移，亚组分析均未发现

ALK融合突变与肺癌常见部位转移的相关性（均

P>0.05），见表3。

3  讨论
目前肺癌的诊疗已迈入了精准医学时代，

EML4-ALK是继EGFR之后第二受关注的基因，

也是NSCLC中最常见的ALK融合基因，亦是在

NSCLC中第一个发现的融合基因激酶抑制靶点。

在EML4-ALK融合基因中，EML4的N端与ALK胞

内的络氨酸激酶区发生融合，导致ALK融合基因

异常表达，此外融合伴侣EML4可促进融合蛋白的

二聚和低聚反应，导致ALK酪氨酸激酶区及下游

PI3K/AKT及MAPK等信号通路激活，从而引起细

胞异常增殖和分化[5]。在NSCLC中被发现的ALK
融合基因还包括KIF5B-ALK、TFG-ALK、KLC1-
ALK等[6-7]。近年来，针对ALK融合基因的靶向治

疗药物发展迅速，克唑替尼[8]、阿来替尼[9]、劳拉

替尼[10]等ALK-TKIs的临床使用显著改善了ALK
阳性晚期NSCLC患者的生存，对ALK融合突变 
NSCLC具有类似于EGFR-TKIs的疗效，ALK-TKIs
通过竞争性结合于ALK激酶区，阻断ALK下游的

信号转导通路，从而达到治疗效果。  
本研究入组病例来自赣南地区十八县市区，

以客家人居多，ALK融合基因的表达率为9.01%
（21/233），高于ALK融合基因的整体表达水平

（3%~7%） [11]，提示ALK融合突变可能存在一

表2  赣南地区肺腺癌患者ALK基因融合与临床病理特征
的关系
Ta b l e  2   R e l a t i o n  b e t w e e n  A L K  f u s i o n  a n d 
clinicopathological characteristics of patients with lung 
adenocarcinoma in Gannan region

Characteristics n ALK fusion
(rate, %) χ2 P

Gender 4.173 0.041
  Female 106 14(13.2)
  Male 127 7(5.5)
N stage 5.590 0.018
  N0   89 3(3.4)
  N1-3 144 18(12.5)
Tissue 3.023 0.082
  Paraffin 201 15(7.5)
  Fresh   32     6(18.8)
Age (years) 1.312 0.252
  <55   74      9(12.2)
  ≥55 159  12(7.5)
Smoking history▲ 2.254 0.133
  Yes   91  5(5.5)
  No 142  16(11.3)
M stage 1.134 0.287
  M0   80   5(6.3)
  M1 153  16(10.5)
Location▼ 6.270 0.157
  RUL   82 3(3.7)
  RML   19   3(15.8)
  RLL   47   6(12.8)
  LUL   48   6(12.5)
  LLL   37 3(8.1)
TNM stage 3.586 0.283
  Ⅰ   42 1(2.4)
  Ⅱ   17 1(5.9)
  Ⅲ   21   3(14.3)
  Ⅳ 153 16(10.5)
T stage 2.153 0.533
  T1   89 6(6.7)
  T2   72   8(11.1)
  T3   38   5(13.2)
  T4   34 2(5.9)
Surgery 0.821 0.365
  Yes   64 4(6.3)
  No 169 17(10.1)
Notes: ▲: Smoking was defined as a cumulative minimum of 100 

cigarettes.▼: RUL: right upper lober; RML: right middle lobe; RLL: 

right lower lobe; LUL: left upper lobe; LLL: left lower lobe.

表3  赣南地区153例M1期肺腺癌患者ALK基因融合与肺
癌常见部位转移的关系
Table 3  Relation between ALK fusion and metastasis of 
common sites of lung cancer in 153 M1-stage patients with 
lung adenocarcinoma in Gannan region

Metastasis n(%) ALK
 fusion(n(%)) χ2 P 

Bone 0.003 0.958
    Yes 87(56.86) 9(10.34)
    No 66(43.14) 7(10.61)
Brain 0.003 0.958
    Yes 66(43.14) 7(10.61)
    No 87(56.86) 9(10.34)
Opposite lung 0.004 0.949
    Yes   42(27.45)     5(11.90)
    No 111(72.55) 11(9.91)
Pleural dissemination 0.000 1.000
    Yes   22(14.38) 2(9.09)
    No 131(85.62) 14(10.69)
Adrenal glands 0.000 1.000
    Yes   22(14.38) 2(9.09)
    No 131(85.62) 14(10.69)
Liver 0.054 0.816
    Yes   21(13.73)     3(14.29)
    No 132(86.27) 13(9.85)
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定的区域或人种差异。回顾性分析发现，女性患

者 A L K 融 合 基 因 的 表 达 率 明 显 高 于 男 性 患 者

（P<0.05），与王惠宇等 [12]研究结果类似，Ke
等 [13]研究亦表明ALK融合基因更多见于女性。

ALK融合突变的性别差异可能与雌激素相关，

有研究[14]表明雌激素受体表达增加可能与性别相

关的NSCLC发生风险增加有关。同时，有淋巴

结转移（即N1-3）患者ALK融合基因的表达率显

著高于无淋巴结转移（即N0）患者，Tian等[15]回

顾性研究亦表明ALK融合突变肺腺癌患者可能有

淋巴结转移倾向。

既往研究[16-18]表明ALK融合突变多见于年轻

NSCLC患者，且ALK融合突变阳性患者的年龄较

阴性患者小4~5岁[19-20]。本研究选取55岁作为年龄

界定点进行统计分析，未发现ALK融合突变在不

同年龄组间的显著差异（P>0.05）。

吸烟作为肺癌最密切的致病因素，Sasaki等[21]

报道非吸烟NSCLC患者具有更高的ALK融合突变

风险。本研究结果显示，ALK融合基因在无吸烟

史患者中的表达率相对较高，但差异无统计学意

义（P>0.05）。

目前，手术大标本和新鲜活检组织标本是肺

癌基因检测的理想标本，肿瘤细胞含量较多，检

出率更高，结果更为可靠[22]。本研究比较了新鲜

活检组织和石蜡切片组织标本中的ALK融合基因

表达水平，前者相对较高，但差异无统计学意义

（P>0.05），可能与入组病例中新鲜活检组织样

本量比例低有关。此外，赣南地区原发性肺腺癌

中ALK融合基因的表达与临床分期、T分期、M
分期、是否手术治疗以及肿瘤分布位置均无相关

性，可能与入组病例的筛选、检测方法的选择以

及地域、种族差异等因素有关。

ALK融合突变一般与肿瘤的恶性程度相关，

且更易发生淋巴结转移、胸膜转移及脑转移[23]，

ALK融合突变患者的预后相对更差。本研究亚组

分析未发现ALK融合突变与肺癌常见部位（骨、

脑、对侧肺、胸膜播散、肾上腺及肝）转移的相

关性（P>0.05），可能是由样本量的差异、回顾

性研究的偏倚等因素造成的。

本实验采用基于3'端和5'端的表达水平不平衡

策略的qRT-PCR方法[24]检测肿瘤组织中ALK基因

在3'端和5'端的表达差异，分析二者之间的不平

衡现象，进而明确是否存在ALK融合基因。只要

存在ALK融合基因，即无论是已知的ALK融合基

因，还是新的ALK融合基因，不平衡法就可以检

测到，而且与肿瘤靶基因高通量测序、FISH等比

较，其检测时间更短，对仪器设备和人员要求更

低，值得在临床中广泛应用并积极推广。

综上所述，赣南地区原发性肺腺癌患者ALK
融合基因的表达率相对较高，好发于女性、有

淋巴结转移患者。明确赣南地区原发性肺腺癌患

者ALK融合基因的临床特点，科学指导赣南地区

NSCLC患者个体化治疗，为此类患者优选靶向用

药提供理论依据，进而建立赣南地区肺癌靶向治

疗模式并推广应用于临床。

（致谢：感谢鼎晶医学检验所为本研究提供

实验部分的支持与帮助！）
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