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序言

50 年前，国际肺癌研究协会 (IASLC) 成立，愿景是建立一个汇聚人才、专注肺癌研
究治疗的组织。今天，IASLC 已经发展成为一家强大的全球性多学科组织，致力于
促进成员间合作，为推动该领域的发展提供机遇。病理学委员会是 IASLC 实力最为
雄厚、最为活跃的一个委员会，在肺癌和其他胸部恶性肿瘤的分期标准确立方面颇
有建树，同时也在重要病理课题，如罹患肺癌的 ALK 阳性综合检测指南和 PD-L1 测
试标准化方式比较等标准发布方面声名远播。2020 年发布的《IASLC 诊断免疫组织
化学图谱》总结了免疫组织化学 (IHC) 领域的先进发展成果。新版图谱的国际编辑
委员会由全球知名专家组成，为优秀作者团队提供指导，将图谱内容扩展到了分子
诊断领域。
在多年发展中，IASLC 听取患者权益工作者团体的强烈呼声，从其角度出发，在

图谱中用一章介绍生物标志物检测的临床意义，帮助我们了解本图谱内容如何为肺
癌患者直接提供助益。
本书的核心是为肺癌领域的医生提供一份实用指南。没有回顾标本采集的先进

技术，就不足以探讨病理学标本评估，因此，第二章涉及肺科医生、外科医生、介
入放射科医生、病理科医生，具有广泛的实用性。本图谱还囊括了液体活检这一重
要章节，对于非小细胞肺癌患者的优化管理，尤其是对组织少且获取难的情况管理，
具有越来越重要的意义。作者团队参考其他已经出版的指南，以全球视野，探索了
分子检测。本图谱的主要内容根据特定相关基因展开，包括 EGFR、ALK、ROS1、
KRAS，以及 NRG1 等其他新兴靶点。在图谱结尾，作者团队重点介绍了分子检测算
法及未来展望。
《IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱》总结了分子检测领域的最新发展成果，方

便读者查阅，意义重大。制定肺癌最佳治疗方案需要了解肺癌分子基础的最新发展
成果和替代方案及其临床意义，从而为患者提供最佳护理。因此，所有病理科医生、
肺科医生、外科医生、介入放射科医生、内科肿瘤医生、医疗辅助人员、患者权益



IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱viii

工作者，以及其他致力于为肺癌患者提供最佳护理的工作人员均可将本图谱作为简
明实用指南使用。

⸺Heather Wakelee，MD，FASCO，IASLC 主席
美国加利福尼亚州斯坦福大学
斯坦福大学医学院
斯坦福癌症研究所
医学系
肿瘤学部
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缩略词

本文中使用了下列缩略词：

ACMG：美国医学遗传学与基因组学学会
ADC：抗体药物偶联物
AHRQ：美国医疗保健研究和质量局
ALK ：间变性淋巴瘤激酶
ALKi：ALK 酪氨酸激酶抑制剂
AMP：锚定多重聚合酶链反应
AMP：分子病理学协会
APC ：结肠腺瘤性息肉病
AR：获得性耐药性
AREG：双调蛋白
ARMS：等位基因阻碍突变系统
ASCO：美国临床肿瘤学会
ATP：腺苷三磷酸
BRAF ：鼠类肉瘤病毒癌基因同源物 B
B-TMB：血液肿瘤突变负荷
CAP：美国病理学家学院
CAR T 细胞：嵌合抗原受体 T 细胞
CDx：伴随式诊断
CEP：染色体计数探针
cfDNA：细胞游离 DNA
CHIP：潜能未定克隆性造血
CI：置信区间
CML：慢性髓性白血病
CNB：粗针穿刺活检
CNS：中枢神经系统
CPI：检查点抑制剂
CPK：肌酸磷酸激酶
CT：计算机断层扫描
ctDNA：循环肿瘤 DNA
DAPI：4′,6-二脒基 -2-苯基吲哚
DCR：疾病控制率
ddPCR：微滴式数字聚合酶链反应
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del：缺失
DFG：天冬氨酸，苯基丙氨酸，甘氨酸
dNTP：脱氧核苷三磷酸
DOR：缓解持续时间
EBM：循证医学
EBUS：支气管内超声
ECD：细胞外结构域
EDTA：乙二胺四乙酸
EGF：表皮生长因子
EGFR ：表皮生长因子受体
18 FDG-PET：18 氟 -氟代脱氧葡萄糖正电子发射计算机断层显像
ELCC：欧洲肺癌大会
ELISA：酶联免疫吸附测定
EMA：欧洲药品管理局
EML4 ：棘皮动物微管相关蛋白样 4
EMN：电磁导航
EQA：外部质量评估
ERBB2 ：erb-b2 受体酪氨酸激酶 2
ERK：细胞外信号调节激酶
ESMO：欧洲肿瘤内科学会
EU：欧盟
FDA：美国食品药品监督管理局
FFPE：福尔马林固定石蜡包埋
FGFR-1 ：成纤维细胞生长因子受体 1
FISH：荧光原位杂交
FNA：细针穿刺抽吸
GAP：GTP 酶激活蛋白质
GCN：基因拷贝数
GDNF：胶质细胞源性神经营养因子
GDP：鸟苷二磷酸
GEF：鸟嘌呤核苷酸交换因子
GEJ：胃食管连接部
GFRAL：胶质细胞系源性神经营养因子家族 α 样受体
GI：胃肠道
GLIDES：决策支持指南
GRADE：推荐意见分级评估、制定和评价
GTP：鸟苷三磷酸
GTP 酶：三磷酸鸟苷水解酶或鸟苷三磷酸酶
H&E：苏木精和伊红
HER2 ：人类表皮生长因子受体 2
HGF：肝细胞生长因子
HR：危险比
HSP：热休克蛋白
IASLC：国际肺癌研究协会
ICI：免疫检查点抑制剂
IGFR-1 ：胰岛素样生长因子受体 -1
IHC：免疫组织化学
ILD：间质性肺病
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IMA：浸润性粘液腺癌
indel：插入和 /或缺失
ins：插入
IOM：医学研究院
IPASS：国际授权后监督研究
ISH：原位杂交
IVCS：静脉清醒镇静
IVD：体外诊断
JAK：Janus 激酶
JLCS：日本肺癌协会
JMD：近膜结构域
KD：激酶结构域
kDa：千道尔顿
KDD：激酶结构域重复
KRAS ：Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因
LDCT：低剂量计算机断层扫描
LSI：位点特异性识别
LuCE：Lung Cancer Europe
MAPK：丝裂原活化蛋白激酶
MDT：多学科团队
MEK：丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK) 激酶
MEKi：MEK1/2 抑制剂
MEN ：多发性内分泌肿瘤
MET ：MET 原癌基因受体酪氨酸激酶
mIF：多重免疫荧光
mOS：中位总生存期
mPFS：中位无进展生存期
MRD：微小残留病变
MRFF：医学研究未来基金
mRNA：信使 RNA
MTB：分子肿瘤委员会
MTC：甲状腺髓样癌
mTOR：雷帕霉素激酶的机制靶点
NCCN：美国国家综合癌症网络
NGS：下一代测序
NHMRC：澳大利亚国家健康与医学研究委员会
NIR：近红外
NK 细胞：自然杀伤细胞
NLST：美国国家肺部筛查试验
NOS：没有特别说明
NRG1 ：神经调节蛋白 -1
NSCLC：非小细胞肺癌
NTRK：神经营养性原肌球蛋白受体激酶
ORR：总缓解率
OS：总生存期
PA：主肺动脉
PCR：聚合酶链反应
PD-L1：程序性死亡配体 1
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PFS：无进展生存期
PI3K ：磷脂酰肌醇 3-激酶
PKC：蛋白激酶 C
PLCγ ：磷脂酶 C-γ
PSI：丛蛋白 -信号素 -整合素
PTEN ：磷酸酯酶和张力蛋白同源物
RAS：大鼠肉瘤病毒癌基因同源物
RATS：机器人辅助胸腔镜手术
RET ：转染重排
RNAseq：RNA 测序
ROS1 ：C-ros 致癌基因 1
ROSE：快速现场评价
RR：缓解率
RTK：受体酪氨酸激酶
RT-PCR：逆转录聚合酶链反应
SCLC：小细胞肺癌
SNV：单核苷酸变异
SOC：护理标准
STAT：信号转导和转录激活因子
SV：结构变异
TAT：周转时间
TBNA：经支气管针吸活检术
TGFα ：转化生长因子 α
TIL：肿瘤浸润淋巴细胞
TKD：酪氨酸激酶结构域
TKI：酪氨酸激酶抑制剂
TM：跨膜
TMB：肿瘤突变负荷
TMD：跨膜结构域
TPS：肿瘤比例评分
TRK：原肌球蛋白受体激酶
TROP2：滋养层细胞表面抗原 2
TTF1：甲状腺转录因子 1
TTNB：经胸穿刺活检
US：美国
VATS：电视胸腔镜手术
VBN：虚拟支气管镜导航
VEGF：血管内皮生长因子
VEGFR2：血管内皮生长因子受体 2
VUS：意义不明变异或临床意义不明变异
WBC：白细胞
WES：全外显子组测序
WGS：全基因组测序
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1引言
Lynette M. Sholl、Wendy A. Cooper、Keith M. Kerr、Daniel SW Tan、 
Ming-Sound Tsao 和 James Chih-Hsin Yang

在过去的 20 年里，肺癌患者生物标志物检测从无到有，临床意义不断扩大，已成为
常规肿瘤治疗的重要一环。从“一刀切”式的化疗到高度定制化精准治疗方案，是
什么推动了这样的变革？很多见解与技术进步推动了这一进程，首先是认识到一
些癌症存在导致蛋白激酶信号传导失控的改变。随后，一个革命性的概念横空出
世，即利用小分子酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 靶向酪氨酸激酶，阻止肿瘤细胞的生长
和增殖。不过，这个概念在提出之处就引发了争议。

TKI 治疗方案第一次临床应用是将 ABL 抑制剂伊马替尼 (imatinib) 用于治疗
慢性髓性白血病 (CML) 患者。慢性髓性白血病是一种基因组相对同质的肿瘤，由 
BCR::ABL1 融合引发。第一次靶向治疗取得巨大成功，许多患者的症状迅速得到缓解，
在药物毒性降至最低的同时获得了持久疗效（甚至可能治愈）。自此，人们开始寻找
其他具有激酶依赖性的肿瘤病例，以及专门干扰这些关键激酶信号通路的治疗方案。
促使伊马替尼 (imatinib) 成功治疗 CML 患者的驱动因素是充分了解 ABL 结构与

功能，全面认识致癌融合在肿瘤细胞内的活性作用。重点是伊马替尼 (imatinib) 并
不适用于所有白血病患者，而仅对肿瘤存在 ABL 融合的患者或由激酶驱动、对这
种特定抑制剂敏感的一些其他致癌病症有效。因此，理性的或由生物标志物驱动的
癌症护理领域应运而生。这不仅要求准确的组织病理学诊断，还需要精准的基因组
特征描述，从而推动分子诊断的重点从最初的诊断生物标志物逐渐转移到预测性检
测上来，以指导治疗决策。
本图谱遵循这些原则，从认识 EGFR 激酶结构域突变对 EGFR TKI 反应的预测开

始，总结了 20 年以来在肺癌生物标志物和药物研发方面取得的突出进展。如今，要
治疗肿瘤存在某种明确致癌改变（图 1-1；表 1-1）的肺癌患者，有数十种主要针对酪
氨酸激酶和丝裂通路的合理疗法可以选择。患者服用适当的药物，同时接受这种个性
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化的多样性靶向治疗方法，效果显著。这种靶向疗法的发展，很大程度上得益于大规
模并行测序技术带来的肿瘤基因组表征的巨大进步。自 20 世纪 90 年代以来，这些规
模化技术借鉴半导体革新的原理，将基因组测序的成本降低了几个量级，并允许各机
构、国家、跨国组织，如癌症基因组图谱 (�e Cancer Genome Atlas) 等应用这些技术，
系统定义最常见肿瘤类型的基因组和转录组变化。与此同时，重点及综合测序技术的
商业化，使多数发达国家的癌症患者可以相对容易地获取肿瘤基因组图谱。
然而，为肺癌患者提供及时、准确、具有临床意义的生物标志物检测依然面临诸

多挑战。肿瘤控制丝裂通路，促使癌细胞生长和增殖机制多样化，要求实验室制定
并验证一系列 DNA、RNA 和 /或蛋白质靶向策略，以确保完整的生物标志物检测。

图 1-1.美国食品药品监督管理局 (FDA) 批准用于晚期 NSCLC 患者一线治疗药物的生物标志物依赖性时间表。
缩略词：NSCLC = 非小细胞肺癌；TKD = 酪氨酸激酶结构域。

表 1-1.生物标志物驱动治疗显著延长晚期 NSCLC 患者的生存期
靶点 FDA 批准的药物 治疗线 中位 OS（月）

无生物标志物 化疗 18 1L 8-10

EGFR (1G)19,20 厄洛替尼、吉非替尼 1L 21.6-35.5a

EGFR (2G)21,22 阿法替尼、达可替尼 1L 31.4-34.1

EGFR (3G)20 奥西替尼 1L 38.6

ALK 融合 23-26 克唑替尼、色瑞替尼、阿来替尼、布加替尼、b洛拉替尼 b 1L >51

ROS1 融合 23,27 克唑替尼，恩曲替尼 c ≥ 1L 51.4；47.8b

BRAF V600E28 达拉非尼 + 曲美替尼 1L 17.3

TRK 融合 29,30 拉罗替尼、恩曲替尼 ≥ 2L 40.7; NE

RET 融合 31,32 塞尔帕替尼、普拉替尼 1L b

PD1/PD-L133 纳武单抗、帕博利珠姆单抗、阿替利珠单抗 1L 26.3d

缩略词：1L = 一线；2L = 二线；FDA = 美国食品药品监督管理局；NSCLC = 非小细胞肺癌；OS = 总生存期； 
TKI = 酪氨酸激酶抑制剂。
a患者可能在病情进展时接受了第三代 EGFR TKI 治疗。
b不成熟的 OS 数据。
c对 ROS1 TKI 初治患者队列进行恩曲替尼分析。
d帕博利珠姆单抗，PD-L1 ≥ 50%。
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这种多样性体现在重排基因（ALK、ROS1、RET、NTRK1-3、NRG1 等）或要求
由异常剪接 (MET) 驱动的基因内“融合”。在 DNA 水平中，重排一般是由内在 DNA 
断裂引起的。这些“断裂点”无法预测，发生在基因组广泛区域内，混淆 DNA 检测。
相比之下，这类重排致癌产物具有高度重复的融合转录本，便于在肿瘤 RNA 中检测
到它们。虽然在易发生单核苷酸变异或小插入缺失 (EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2) 的基
因中，突变的多样性可能较为有限，但不断发现新的或罕见的致癌激活机制，需要专
业的分子基因注释。患者样本常规测序带来的“实时”发现，要求采取综合报告策略。
目前，这种策略通常采用以多学科会议的形式，由病理学家、肿瘤学家、操作医师和
整个患者护理团队利用生物标志物数据来指导治疗（见图 2-2）。
尽管有证据表明，多数靶向治疗在一线治疗时能够取得最佳临床效果，但即

便靶向治疗已获批应用在一线治疗中，许多患者在接受靶向治疗之前，仍然接受
化疗和 /或免疫疗法。未能采用靶向治疗的部分原因在于缺少生物标志物检测，
以及 /或未能及时获得生物标志物检测结果。组织质量或数量有限，往往会使组织生
物标志物检测变得复杂；虽然在获取组织的过程中，操作医师和病理学家可以通过
积极沟通，在一定程度上克服这一难题，但这需要一定的协调能力和专业知识，而
并非所有环境都能做到这一点。
利用患者血浆做循环肿瘤 DNA 检测的可靠性和灵敏度不断提高，改善了生物标

志物检测结果的获取途径，缩短了获取结果的时间。但是，并非世界上所有地区都
能进行这种检测，因为即使技术上可行，有些地区会因经济条件限制而难以使用这
种方法。此外，这种方法本身并不涵盖所有所需的生物标志物，其敏感性也受限于
肿瘤 DNA 进入血液循环的程度。由此表明，要求在全球范围内更便捷地采用可靠的
检测方法和靶向治疗，宣传发挥着至关重要的作用。
最后需要强调一点，在《IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱》中，我们在肺癌靶

向治疗情境中使用的“分子”、“生物标志物”、“分子生物标志物”、“预测性生物标志物”
这几个术语在一定程度上可以互换。尽管每个术语语义可能更具象或含义略有不同，
近期也有人提议将这些术语统一为“生物标志物检测”，34但这些词经常用作同义词。
“突变检测”这个术语的含义比“生物标志物 /分子检测”更为具体，因为前者常用
于基因水平的检测，而后者则可能包括基因和 /或蛋白质。理想情况下，从本图谱中
受益的所有利益相关方普遍接受并理解的术语，会在未来达成共识。
我们希望这本由国际肺癌诊疗专家编写而成的图谱能够帮助广大读者了解肺癌分

子异常的基础，进而指导当前非小细胞肺癌患者的靶向治疗。
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2肺癌生物标志物检测的临床意义
Benjamin J. Solomon、Paul J. Hesketh、Lyudmila Bazhenova、 
Shani Shilo 和 Lecia V. Sequist

肺癌个性化治疗的概念
为什么准确、及时、完整的生物标志物检测对非鳞状非小细胞肺癌 (NSCLC) 患者的
最佳护理如此重要？简单来说，因为几乎在这种疾病的每个阶段、每种情况中，循
证治疗建议主要依赖于对肿瘤生物标志物的了解，以便优先考虑并定制可用的治
疗方案，改善 NSCLC 患者的治疗效果。在过去的 15 年里，最初诊断时需要检测 
NSCLC 驱动突变的范式，已经从实验模式转变为治疗转移疾病患者的标准要求，并
逐渐成为所有疾病阶段的标准护理内容。与此同时，为了优化治疗建议，单个基因
的突变检测已经不再适用，必须检测的基因数量庞大，并在不断增长，还开发了多
个平台和技术，用于检测肿瘤组织和血浆中的循环肿瘤 DNA (ctDNA)。
自 21 世纪初以来，对 NSCLC 致癌基因组改变的识别以及旨在阻断致癌驱动因

素的靶向治疗的发展，使个体化治疗成为可能，并促使治疗结果发生变化。尽管亚
洲人群和西方人群的发病率不同，但在大多数肺腺癌中都可以确定潜在的可操作分
子靶点（图 2-1）。当前已经有了治疗 EGFR、MET、BRAF、ERBB2 (HER2)、KRAS 
特异性突变肿瘤，以及与 ALK、ROS1、RET、NTRK1-3（图 2-2；表 2-1）有关的
致癌融合特异性突变肿瘤的有效疗法。全面的突变检测和生物标志物导向治疗让治
疗 NSCLC 的个性化医疗方法成为可能，还可改善临床结果。
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NSCLC 靶向治疗的发展：历史回顾
第一个重大突破是 2004 年在肺癌中发现 EGFR 突变。当时，测试新型 EGFR 阻断酪
氨酸激酶抑制剂 (TKI) 发现，尽管大部分肺癌患者没有从这种治疗中受益，但有一
些患者产生了明显的快速持久反应。2-5进一步研究其肿瘤发现，EGFR 酪氨酸激酶
结构域发生突变，产生了一种“致癌成瘾”的生物学特征，其中癌症生存所唯一依
赖的 EGFR 通路信号传导，被抑制这一通路的治疗破坏。6,7 IPASS 研究表明，最好
的结果是根据肿瘤中的 EGFR 突变而非临床特征选择患者，并在一线治疗中开始采
用 EGFR TKI（表 2-1）。8,9随后，这些发现在其他多项研究中得到了证实。10-13

这些研究表明，与历史对照相比，缓解率、无进展生存期、生存期均有所改
善。14可能由于交叉现象，与治疗 EGFR 突变的 NSCLC 化疗相比，要在使用吉非
替尼或厄洛替尼一线试验中证明总生存期优势挑战性更大。与第一代 TKI 相比，15

已经研发面世的第二代化合物包括阿法替尼 16和达可替尼 17在内，虽然具有额外
的毒性，但某些人群中的疗效更好，更具生存期优势。与第一代 TKI 相比，第三代 
TKI 奥西替尼疗效更好，可延长生存期，降低毒性，20,21为新确诊的 EGFR 突变患
者的一线治疗建立了新的护理标准。最近，奥西替尼凭借其可以延长无病生存期的
功效，成为美国食品药品监督管理局 (FDA) 批准的第一个用于辅助治疗的靶向治疗
药物。43

图 2-1. NSCLC 致癌驱动因素频率（来源：Tan 和 Tan，2022 年，1美国临床肿瘤学会版权所有 © 2022。
威科集团 [Wolters Kluwer] 出版。保留所有权利。）
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继 2007 年在肺癌中发现第二个致癌驱动因素 ALK 基因融合后，这种肿瘤先验治
疗的概念在 NSCLC 药物开发和临床实践中得到了进一步验证。44在克唑替尼 1 期首
次人体试验刚开始时，偶然研发出一种可抑制 MET 的新型多激酶 TKI，其本身也能
抑制 ALK 和 ROS1。45试验设计迅速将重点从 MET 转移到通过荧光原位杂交 (FISH) 
识别和招募肿瘤中存在 ALK 重排的患者上来。该试验及其后的 3 期试验结果显示出
比标准化疗更明显的疗效和治疗结果。22,45,46在 4 年内，克唑替尼经 FDA 批准，成
为第一个以基因型特异性方式进行研究和批准的药物。克唑替尼的快速、成功开发
为靶向药物开发树立了标准，并一直沿用至今。
更新一代的 ALK TKI 已经研发出来，包括色瑞替尼、阿来替尼、布加替尼、恩沙

替尼和洛拉替尼，疗效更好，中枢神经系统 (CNS) 渗透性更强。23,24,26,27,47其中四种新
一代化合物（阿来替尼、布加替尼、恩沙替尼和洛拉替尼）在 3 期临床试验中显示出
比克唑替尼更好的疗效，提高了 ALK 重排 NSCLC 一线治疗的标准。与历史对照 48相比，
这些靶向治疗改善了结果，带来了前所未有的生存率，中位生存期超过 5 年。25

随后，针对 BRAF V600E 突变、38MET 外显子 14 跳跃突变，以及 36,37 
ROS1、28,29RET、30,31NTRK1-332,33基因重排的激酶抑制剂得到快速发展。这些疗法
的批准主要基于单臂 1 期或 2 期试验结果，证明对特定致癌靶点的肿瘤有高缓解率。
未采纳 3 期试验结果的原因主要是在有罕见靶点的稀有人群中进行大型随机临床试
验具有局限性。双特异性抗体和抗体药物偶联物等新型靶向策略的利用，扩大了可
操作致癌基因的范围，包括 EGFR 外显子 20 突变 41,42和 HER2 突变。34尽管 KRAS 
鸟苷三磷酸水解酶（GTP 酶）突变一直难以使用靶向治疗，49但 2021 年 5 月，FDA 
批准了 KRAS G12C 抑制剂索托拉西布。39随后，根据之前接受治疗的 NSCLC 患者
的缓解率，FDA 于 2022 年 12 月批准阿达格拉西布用于该适应症。40

靶向治疗的耐药性
靶向治疗最终会产生获得性耐药，疗效减弱。靶向治疗耐药性的常见课题包括受抑
制通路中的中靶畸变、通过获得旁路路径或组织学转化为小细胞或鳞状细胞癌的
脱靶耐药性。进展期活检有助于了解耐药机制，在一些情况下可指导进展期治疗。
本图谱关于基因的章节更详细地讨论了不同致癌驱动因素背景下的耐药机制。

肺癌患者生物标志物导向治疗的结果
采用靶向治疗，改善了晚期 NSCLC 患者的治疗效果。2013 年至 2016 年期间，
EGFR 和 ALK TKI 获批，与此同时，美国 NSCLC 确诊后人群的死亡率下降，生存
期延长。50美国 51和欧洲 52,53大规模区域性和国家性的分子检测项目表明，在大量
人群中检测多种分子驱动因素是可行的，对确定有分子改变的患者接受适当的靶向
治疗进行指导是有价值的。美国肺癌突变联盟分析了 733 名患者肿瘤的 10 个基因，
在 64% 的病例中识别出了潜在的可靶向驱动突变。与未接受靶向治疗且有致癌驱动
因素的患者（n = 318，中位生存期为 2.4 年）相比，接受靶向药物治疗且有致癌驱
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动因素的患者（n = 260，中位生存期为 3.5 年）的治疗结果有所改善。51法国的一
项全国性项目在一年内对 6 个基因组进行了检测，发现在 17664 名 NSCLC 患者中，
约有一半产生了分子改变，52项目还注意到治疗结果得到了改善，发现患者的缓解
率、无进展生存期和总生存期都存在可操作的基因组改变。同样地，德国一项涉及 
5145 名患者的研究表明，肿瘤基因分型具有可行性，对于存在 EGFR 突变或 ALK 重
排的患者而言，接受适当的靶向治疗，对肿瘤进行基因分型，可改善生存期结果。53

一项对 4064 名美国 NSCLC 患者进行的分析，利用 Flatiron 电子数据库，并结合标
准护理基因组图谱，发现与未发生驱动基因改变的患者 (n = 560) 相比，肿瘤存在驱
动因素改变并接受适当靶向治疗的患者 (n = 575)，其总生存期得到延长（中位数，
18.6 个月 对比 11.4 个月；P < 0.001）。54

生物标志物检测的障碍
适用临床生物标志物检测有几个确定的障碍。55-59尽管每个障碍的相对影响因地理
位置（发达国家与发展中国家或农村与大都市）和护理环境（社区与学术机构）而异，
但不同环境的关键因素具有显著的一致性。国际肺癌研究协会进行了一项最全面的
调查，评估了全球范围内的检测障碍，59发现所有地区存在五个共同因素。每个地
理区域最常见的障碍是费用问题。组织质量（样本不足、处理欠佳）也是一个主要
限制因素。还有可供检测的机会（单一基因与更广泛的单一基因组）、较长的周转时
间和认知（对指南的熟悉程度以及解释结果的难度）。此外，在发展中国家和中等收
入国家，缺乏各种靶向药物是进行生物标志物检测的主要阻碍因素。60

这些问题的潜在解决方案包括：制定反射测试方案；促进肿瘤样本提供者、病
理科医生和内科肿瘤医生之间的互动；由多学科肿瘤委员会进行病例审查；提高血
浆 ctDNA 检测的利用率，缩短周转时间。随着多个新的潜在可治疗分子靶点的快速
发展，加强对提供者的教育工作，特别是针对社区和非胸部样本提供者的教育工作，
可促进分子检测工作的开展。56美国临床肿瘤学会进行的一项调查显示，尽管这种
肿瘤类型相对缺乏可靶向致癌基因，但与胸部专家相比，全科医师对鳞状 NSCLC 患
者进行生物标志物检测的频率明显更高。此外，尽管已证明在一线环境中使用靶向
治疗有益，但与肿瘤专家相比，全科医师在等待生物标志物结果时也很少推迟非靶
向治疗。56

不检测的影响
及时准确地进行生物标志物检测，以指导晚期 NSCLC 治疗决策的价值已得到广泛认
可。接受靶向治疗或免疫疗法的患者，因生物标志物不同，其 5 年生存率在 15% 至 
50% 之间不等，而接受细胞毒性化疗的患者，其历史 5 年生存率约为 6%。62近期的
两项研究表明，遵守生物标志物检测指南可改善 NSCLC 的治疗结果。62,63John 等人
对来自美国 280 个癌症诊所的 28784 名晚期 NSCLC 患者队列进行了回顾研究。62这
些患者有三分之二接受了美国国家综合癌症网络 (NCCN) 推荐的生物标志物检测（依
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从组）。与未接受生物标志物检测的患者（非依从组）相比，依从组观察结果显示，
死亡率降低、中位生存期延长，临床治疗结果有所改善。肯塔基大学的一项研究表
明，分子肿瘤委员会 (MTB) 有助于克服获得和应用适当生物标志物检测方面的很多
障碍。63其中，与未经 MTB 审查的倾向匹配对照组相比，经过 MTB 审查的病例的
生存期结果更好（危险比 [HR]：8.61；P < 0.0001）。
虽然生物标志物检测在疾病早期阶段的作用尚未明确，但批准辅药奥西替尼用

于 EGFR 突变阳性 NSCLC 患者的肿瘤切除手术，43以及新辅助性和辅助免疫肿瘤药
物在 EGFR 和 ALK 阴性肿瘤患者中的疗效，也表明生物标志物检测在这种情况下的
重要作用。

患者权益工作者的视角
个性化医疗的新时代为肺癌患者及其家庭护理人员带来了新的希望，使他们更加乐
观。生物标志物检测对于确定最佳的个性化治疗方案、实现最优结果至关重要。从
患者或护理人员的角度来看，有几个重要的考虑因素。

获取机会、费用、公平
尽管在许多国家，生物标志物检测是常规检测，确诊后由卫生系统提供保障，但这
并不是普遍情况。例如，Lung Cancer Europe (LuCE) 立场文件 64显示，西欧 /北欧
和东欧之间存在显著差异，国家内部种族之间也存在重大差异。65此外，检查靶向
治疗的获得性耐药机制，需要重复进行生物标志物检测，这部分费用卫生系统可能
无法报销，患者只能自掏腰包获取后续靶向治疗方案。

教育和希望
确定可操作驱动突变的影响可能有着巨大影响，有时真的决定生死。不过，许多肺癌
并不携带致癌驱动因素，而在有些肺癌中检测发现的基因改变，还没有对症的可用靶
向治疗方案。进行分子检测时，患者及其家人接受咨询至关重要，咨询内容涵盖可能
的结果范围、潜在发现的意义以及检测的局限性。应对患者及其家人的期望也很重要。
此外，解读分子病理学报告会有难度，应该随时提供支持。患者权益支持者、专业人
士和教育组织通过在线或纸质形式，提供简单易懂的教育材料，这种方式很重要，对
于可能没有接受过分子检测的人员，倡导进行必要的检测尤其重要。此外，还有数字
社交社区，患者和家属可以在这里分享经验、互相学习，彼此给予支持和希望。医疗
服务提供者可以指导新确诊的肺癌患者使用这些资源，为他们提供帮助。

结论
目前，NSCLC 诊断和治疗在很大程度上依赖于及时、全面、彻底的肿瘤生物标志物
检测，以及现有疗法的适用使用。本图谱可作为综合参考，指导读者为肺癌患者提
供最佳的个性化治疗方法。
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3样本采集与分析前考虑因素

肺癌患者会有多种病情表现，可能会患有涉及不同部位的早期或晚期疾病。无论他
们的病情表现如何，最佳治疗方案要求采集组织，做出诊断，许多情况下还需要描
述分子特征，指导采取最佳治疗方案。本章回顾了肺科医生、放射科医生、外科医
生在组织采集中的互补作用，介绍了影响患者肿瘤最佳病理评估和分子特征描述的
预分析变量。

肺脏学家的视角
Emily Stone 和 Kwun M. Fong
肺科医生只需获取诊断样本，即可确认恶性肿瘤，并区分小细胞肺癌 (SCLC) 和非小
细胞肺癌 (NSCLC)，这样的时代早已一去不返。现在的优先方式是以最安全的方式，
采集足够的诊断组织进行分子特征描述，对于 NSCLC 尤其如此。1每个采样程序都
应最大限度地提高采样率，因为尽管液体活检在某些情况下可以发挥效力，但组织
确实是组织病理学诊断和辅助分子特征描述的关键。2-8

无论是使用单基因检测、小基因组，还是下一代测序 (NGS) 综合基因组图谱，
最佳组织采集都是生物标志物分析的关键分析前因素。9-11考虑到全球在生物标志物
检测方面面临的障碍，组织采集的最佳实践旨在以最安全、最有效、最经济的方式，
为相关组织病理学和分子检测获取足够的组织。12-14

这对于肺癌来说可能很有挑战性，特别是对于较小和 /或难以接触的病变、患有
严重肺病等并存病的患者，或者晚期表现不适合手术切除样本的情况，但手术切除
样本会比微创支气管镜活检、针吸活检、核心活检提供的组织更多。15
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柔性支气管镜检查
传统的柔性支气管镜检查对于中央病变具有较高的诊断率，而对于较小周围病变的
诊断率则较低。最新的技术，包括导航支气管镜检查、支气管内超声 (EBUS)、超细
机器人支气管镜检查，与现代采样工具，例如柔性针和核芯针，以及正在改变这一
模式的隧道工具，扩大了支气管镜的到达范围。16-22使用支气管镜检查中央病变和
经胸检查周围病变的传统方法正在受到挑战，因为这些先进的支气管镜技术提高了
中央和周围病变的诊断率，还能在相同的程序中对结节进行采样，引发气胸的风险
更低（表 3-1）。23

对于支气管内和经支气管方法，建议进行 5 次支气管内 /经支气管镜钳活检，并
考虑另外进行 5 次钳夹活检或 2 次冷冻活检，这样可以最大限度地采集组织，据报告，
后者的诊断率更高，但更有可能出现并发症，特别是出血。11,24

支气管镜或成像（EBUS、荧光镜透视检查、锥形束计算机断层扫描 [CT]）能够
发现的病变，也可以使用锥形毛刷进行采样；将样本涂在用于细胞学检查的载玻片
上，并在盐水中剧烈摇动，使细胞脱落，通过离心作用形成细胞块。25一项研究表明，
刷检在免疫组织化学 (PD-L1, ALK, ROS1) 和 NGS (EGFR, KRAS, BRAF) 方面的效用
与活检类似。26

利用支气管洗液可以制备细胞学样本和细胞块，尽管任何脱落的肿瘤细胞都会被
其他类型的细胞和碎片稀释。洗液可用于检测体细胞突变、异常甲基化和 PD-L1 染色，
但相对缺乏针对性，在许多情况下还会受到肿瘤细胞比例较低的限制。支气管肺泡
灌洗更具针对性，需要导引鞘通过支气管镜导航到达病变。27-29

经支气管针吸活检 (TBNA) 无需 EBUS 即可进行。现代 EBUS 引导的 TBNA 显著
提高了中央病变以及纵隔和肺门淋巴结采样的诊断率，放射状 EBUS 也越来越多地
应用于周围病变采样。14,25,30,31TBNA 样本可以涂在载玻片上，制成适合组织病理学
和分子分析的细胞块。32使用较大的 19G TBNA 针可能会获取到“重点样本”，尽管
通常采集到的样本由含有组织碎片的血块组成。33谨慎协调多学科管理人员，妥善
保存所有珍贵的样本，对于完成最佳诊断和分子分析具有至关重要的意义。34

表 3-1.肺癌组织采集常用的支气管镜方法和采样工具
肿瘤特征 方式 采样工具
中央或支气管内肿瘤 支气管镜检查 支气管内活检

冷冻活检
刷洗
洗液 /支气管肺泡灌洗

周围肿瘤 超细支气管镜检查
放射状 EBUS

经支气管活检
经支气管冷冻活检
TBNA
经支气管刷洗
洗液 /（靶向）支气管肺泡灌洗

纵隔肿瘤或气道附近的外源性肿瘤 /淋巴结 线性 EBUS TBNA

缩略词：EBUS = 支气管内超声；TBNA = 经支气管针吸活检术。
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建议开展快速现场评价 (ROSE)，确保 TBNA 和其他 EBUS 样本足以进行分子检
测。不过，ROSE 需要手术室内有细胞病理学家 /技术人员在场，以便确认样本是否
存在肿瘤细胞、采样是否充足 /采样率高或低。33,35-37如果在不做 ROSE 的情况下进
行 EBUS TBNA，建议至少做 3 次，最多做 5 次。11

导航支气管镜检查
技术进步为引导支气管镜到达靶点提供了新的方法。导航系统包括虚拟支气管镜导
航 (VBN) 或电磁导航 (EMN)，利用支气管解剖结构的三维漫游图像，主要用于检查
周围肺部病变。18,19,25,38-40

超细支气管镜检查
与传统支气管镜相比，超细支气管镜可以到达更远端气道（第五代对比第四代气道）。
1.7 毫米的超大工作通道，允许使用小型放射状 EBUS 探针和多工具采样，提高了周
围病变的诊断率。25,41,42

机器人支气管镜检查
另一项创新技术是机器人支气管镜检查，用于组织采集和潜在治疗。当前有两套市
售系统。优点包括导航、保持位置不变、接头优化、可操作性；不过，这种方法成
本高昂，可能无法广泛采用。21,43,44

样本保存和转移
支气管镜样本通常存放在生理盐水或福尔马林中，以便跨部门转移，这是一种全球
通用的做法。尽管如此，新的替代方案，例如非交联固定剂，可用于克服福尔马林
固定对核酸质量的负面影响。45随着越来越多地利用基于 RNA 的检测，RNA 保存
试剂可能有助于解决 RNA 降解难题。46

结论
个性化医疗分子检测非常依赖足够数量和质量的肿瘤组织采集，但这对于诊断样本
大多较小的肺癌来说尤其具有挑战性。对于辅助检测，尽可能做活检或制备细胞
块可能会获得足够的肿瘤细胞。肺科医生需要优化现有技术，学习新的支气管镜
检查技能，才能确保样本具有组织病理学诊断和分子检测所需的肿瘤细胞质量和
数量。30,47在信息丰富的多元社会，询证指南需要定期更新，才能满足不断变化的需求。
与此同时，高级支气管镜检查实践也取得了同步进展，48,49使得“事倍功半”的检
测困境演变为“事倍功倍”的可喜局面。50
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介入放射科医生的视角
Ritu R. Gill 和 Apoorva Gogna
图像引导经皮经胸穿刺活检 (TTNB) 是肺结节和肿块诊断评估的护理标准，对良性和
恶性病因的诊断具有很高的准确性，综合敏感性和特异性分别为 0.95 和 0.99。51,52 
CT 是图像引导活检的首选图像引导方法，可对浅表和深层病变进行安全采样，通过
限制探针穿过肺泡，最大限度地降低发病率，同时有助于避免血管、裂隙和大疱。53

超声可用于检测无肺界面的病变以及基于胸壁和胸膜的病变。54,55荧光镜透视检查
和术中 C 形臂也可用于图像引导活检，56,57但在诊断和分子分析的组织获取中发挥
的作用有限。细针穿刺抽吸 (FNA) 和粗针穿刺活检 (CNB) 均可为诊断和分子特征描
述获取样本。53,58使用图像引导活检对肺癌进行诊断和分子分析，准确度为 75% 至 
92%。52,59-64许多肺癌患者不适合接受手术，因此获取足够的材料用于诊断和分子分
析具有重要意义。

术前评估
转诊进行图像引导活检的患者来自许多服务部门，包括胸外科、呼吸内科、肿瘤科和
全科诊所，其中有病变不确定的患者和确诊肺癌的患者。如果要求做肺活检，放射科
医生应检查是否有可用影像，通常是增强 CT，计划要采取的治疗方法，并为患者安
排时间进行手术。18 氟 -氟代脱氧葡萄糖正电子发射计算机断层显像 (18 FDG-PET) 
CT 有助于确定病变，尤其是在之前进行过非诊断性活检的情况下，但手术前无需进行。
活检的资格标准包括病变最好大于 1 厘米，并具有适用图像引导的轨迹。富血管病变
或轨迹中存在不可避免的血管结构是图像引导活检的禁忌症（图 3-1）。中央病变、无
法修复的凝血障碍、严重肺动脉高压也是排除活检的标准。

 

图 3-1.病变内大血管是活检的相对禁忌症。
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活检手术
TTNB 通常为门诊手术，多数患者活检后几个小时即可离开。该手术可以仅在局部
麻醉或静脉清醒镇静下进行，但需做适当安排（禁食、术后护理等）。

TTNB 标准手术程序包括：根据术前评估将患者置于仰卧位、俯卧位或侧卧位，
放置表面标记网格，对相关区域进行局部 CT 扫描，以规划最短的活检路径。静
脉清醒镇静 (IVCS) 需根据医生和患者的偏好，使用芬太尼 (fentanyl) 和咪达唑仑 
(midazolam)，按照滴定递增剂量注射。选定穿刺部位后，对该部位灭菌，然后进行
局部麻醉。将活检针插入目标病变部位，医生间歇控制 CT 透视仪，确认针的位置，
然后再获取组织样本。
执行放射科医生根据个体患者和病变因素（图 3-2），以及活检适应症（病理诊断、

基因组学、实验方案三者对比），决定是否进行 FNA 和 /或 CNB、所用 CNB 针的尺寸，
以及是否使用同轴导引系统。FNA 样本通常使用 22G 至 24G 15/9 厘米的活检针获
取，核芯针样本可使用 18G 或 20G 自动切割活检针获取，该活检针的长度为 6 至 20 
厘米，核芯长度为 1 或 2 厘米。执行放射科医生可根据具体情况和医生偏好，选择 
CNB 针的尺寸和型号。细胞学家在现场可做快速现场评价，帮助确定样本是否充足。
通常，三次及以上细针穿刺即可获取足够的诊断和分子分析组织。与此类似，通常
建议至少使用 3 个核心活检样本进行诊断和分子分析，尽管并非所有样本的材料都
足够。需要特别考虑骨头病变，具体内容见“从病理学家的视角看组织和细胞学样本”

图 3-2.如果病变较小且靠近主要血管或囊肿（如这些计算机断层扫
描 [CT] 图像所示），则细针穿刺抽吸活检比粗针穿刺活检更合适。
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部分所述。除了病理实验室所需的步骤外，还建议对所有软组织成分进行取样，并
从骨取样器中收集洗液（图 3-3）。
手术后需立即进行胸部 X 光检查或胸部 CT 检查，评估活检是否引发包括气胸和

出血在内的并发症。然后，门诊患者离开前需在观察室等候至少 2 小时，并接受胸
部 X 光检查，用于评估迟发性气胸和 /或出血。住院患者需返回病房进行监测，并
在术后 2 小时进行 X 光检查。出现严重并发症的患者，例如气胸需要放置胸管，需
住院接受进一步治疗和观察，介入团队认为临床上这样做是适当的。

活检并发症
TTNB 最常报告的并发症是气胸和出血，气胸率和胸管置入率分别为 12% 至 45%，2% 
至 15% 52,64,65（图 3-4）。肺气肿的程度、较长针道、针外径、停留时间、针穿过裂隙，
会使引发气胸的几率增加 3.7 倍。66据报告，TTNB 后肺出血的比率为 8% 到 65% 不
等，67出血严重的病例可能需要栓塞或手术干预。也有关于罕见并发症的报告，例如
空气栓塞和死亡。68

如果活检结果无法用于诊断，则应审查所有样本不足的病例，并再次审查图像，
然后考虑重新进行活检（图 3-5）。根据具体情况考虑是否需要采取替代策略，额外
成像或其他替代方法（例如经支气管活检）。

图 3-3.左侧胸壁病变（黄色圆圈）比左前肋骨转移（红色圆圈）更适合基因组分析。如有需要，骨转移
脱钙会使组织不适合基因评估。
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结论
图像引导活检是一种安全有效的肺癌诊断和分子分析组织采集方法，并发症发生率
很低。CT 引导是图像引导活检和患者再次接受活检的主要手段。多学科方法是最佳
患者管理的关键，因为有些病变更适合支气管内或经支气管活检，出现这类病变的
患者应转诊至介入肺科。为保证报告病理学家获取临床相关信息，拓展管理诊断和
分子检测所用组织，还需要有效沟通并标记样本（表 3-2）。

(A) (B) (C)

图 3-4. (A) 计算机断层扫描 (CT) 引导下的经胸穿刺活检 (B) 活检后并发左侧气胸。 
(C) 放置猪尾导管治疗气胸。

(A) (B) (C)

图 3-5. (A) 再次活检的术前左上叶病变。(B) 手术当日，大量胸腔积液掩盖了病变。(C) 引流积液并提交
细胞学检查后，还要对病变进行核心活检，确保有足够的材料用于诊断和分子分析。

表 3-2.放射引导样本采集的关键考虑因素
• 经胸穿刺活检 (TTNB) 这种方法安全有效，可获取充足的组织用于基因组分析。
• 按照标准协会的要求制定的协议，详细说明了从图像审查到采集样本、清晰标记、提供给病理学家以及闭环沟
通的工作流程，对于提高用于分子分析的手术成功率至关重要。

• 分子分析通常首选核心活检；不过，如果只能进行细针穿刺抽吸 (FNA)，则应尝试 3 次或更多次。
• 如果活检时抽吸出恶性胸腔积液，也应提交分析。
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胸外科医生的视角
Jessica S. Donington 和 Paul E. Van Schil
引言
理想情况下，活检属于微创，一次手术即可确定诊断和分期，同时为分子分析提供
足够的组织。但肺部很少成为局部晚期或转移性 NSCLC 的理想活检部位。经皮和内
窥镜穿刺活检是 NSCLC 诊断组织最常见的方法，但并非对所有病变都适用。如果要
进行胸外科活检，则首选微创手术，而且，大多数情况不适合通过开胸手术采集组织。
NSCLC 胸外科活检分为三大类：淋巴结、胸膜、实变穿刺。通过对早期疾病进行解
剖切除获取的组织，也可用于分子检测，以指导辅助治疗或疾病进展时采取的治疗。

淋巴结活检
通常采取 EBUS 从纵隔或肺门淋巴结采集组织。这种方法由于是微创手术，而且能
够到达肺门内的淋巴结，在很大程度上取代了纵隔镜检查。69但仍然有些适应症适
合纵隔镜检查，这种方法主要为了诊断淋巴瘤和非诊断性 EBUS 术后检查。通过纵
隔镜检查获取的活检样本，比通过 EBUS 获取的样本量大，这样对于分子分析而言
几乎不会出现组织不够充足的问题。要与病理学家保持有效沟通，确保需要冰冻切
片时，用于分子分析的组织得到了妥善保存。一般而言，纵隔镜检查可以到达 4R、
4L 和 7 区的淋巴结，但通常无法到达肺门淋巴结和主肺动脉 (PA) 窗淋巴结。
胸外科医生负责治疗肺部左上叶肿瘤引起的 5 区或 6 区淋巴结疾病。在这个位置做 

EBUS 活检，需要将活检针穿过肺动脉，这种方法虽然有报告提到，但尚未得到广泛采
用。与此类似，能够到达这些区域的纵隔镜检查，只在 Ginsberg 等人 1987 年描述的
扩展手术中出现过，但从未被广泛采用。70要进入 PA 窗，可使用电视胸腔镜手术 (VATS) 
或机器人辅助胸腔镜手术 (RATS)，通过前纵隔切开术 (Chamberlain) 或左肺微创手术
进入。Chamberlain 手术的优点在于，不需要单肺通气，通常也无需胸管，还可在门
诊进行。缺点是切口疼痛且不雅观，胸内可视化程度有限。因此，这种手术在很大程
度上被左侧 VATS 或 RATS 方法所取代，用于 PA 窗活检。这类活检通常需要单肺通气，
但可以在门诊进行，胸膜内可视化程度高，可对胸膜腔疾病扩散做全面评估。

胸膜活检
胸膜转移是 NSCLC 的一种传播模式，通常会造成胸腔积液。细胞学分析可以诊断
高达 60% 的恶性积液，但仅靠细胞学很难诊断鳞状细胞癌。71大约 20% 的恶性胸腔
积液需要直接观察胸膜腔进行诊断和活检，而 VATS 已大规模取代了封闭式胸膜活
检。72建议采用单孔手术，这种手术可在局部或全身麻醉下进行，也不强制隔离肺部。
液体引流、壁层胸膜定向活检后要进行表面检查。要保证诊断材料达标，可能需要
制作冰冻切片，但不鼓励进行脏层胸膜活检。VATS 胸膜活检诊断准确率高于 90%，
而且很少出现并发症。73同时应采取姑息干预措施，胸膜固定术或隧道式胸腔引流
管均可，但应首先考虑妥善保存组织，保证分子分析有足够的的活检组织。



样本采集与分析前考虑因素 29

实变穿刺活检
治疗 NSCLC 前，通常需要进行组织确认，除非是临床 IA 期疾病。有些外科医生和
患者更希望在解剖切除之前进行病理学确认，这样可能就不需要做治疗前活检，特
别是在恶性肿瘤风险高、纵隔疾病风险低，且没有诱导治疗适应症的情况下。外科
楔形活检是计划解剖切除的第一步，用冰冻切片确定是否需要继续进行。要与病理
科医生保持沟通，确保他们知道切除的样本可能是用来确诊患者疾病的全部可能，
还要尽可能避免用冰冻切片对整个病变取样。对于寡转移或寡进行性疾病，也经常
进行手术楔形活检，帮助治疗和诊断。 
针对 NSCLC 进行的外科肺活检，如果作为较大计划切除手术的一部分或作为独

立手术，应尽可能做 VATS 或 RATS，并保留实变细胞，同时确保完全切除病变，避
免将病变一切为二。在微创手术中，定位较小、非实性或深层结节可能很有挑战性。
结节定位技术分为四类：(1) 术中影像辅助，例如胸腔镜超声；(2) 物理标志物，例
如钩线、微线圈和基准点；(3) 使用或不使用近红外 (NIR) 成像的实质细胞染料和“纹
样”；74 (4) 分子靶点。75理想情况下，定位和切除要在单次麻醉下进行。可以在胸
外科混合手术室采用这些技术。手术室内设有锥形束 CT 扫描仪、电磁导航、荧光镜
透视检查以及 RATS 和 /或 VATS 设备。76

结论
获取分子分析所用组织对于 NSCLC 多模式治疗越来越重要。外科医生在获取足够
大小的分子分析活检样本时很少遇到重大问题，但需要认识到，在分子肿瘤学时代，
适当处理活检样本和保持沟通发挥着重要作用。随着更多新辅助和辅助靶向治疗成
为护理标准，这种情况会更加普遍。

从病理学家的视角看组织和细胞学样本
Mary Beth Beasley、Lukas Bubendorf 和 Deepali Jain
无论样本是通过手术、经皮还是内窥镜获得的，分析前变量都有可能影响病理诊断和分
子检测的效能。这些因素包括样本体积以及处理和加工因素（表 3-3）。冷缺血时间过长
可能会导致 DNA 和 RNA 降解，影响检测结果。最佳冷缺血时间应少于 1 小时，而且要
尽快将组织放入福尔马林中。应立即用 10% 中性缓冲福尔马林固定样本，避免使用含汞
或酸性固定剂。理想情况下，建议固定时间为 6 至 48 小时，而较大的手术样本，最佳
固定时间为 8 至 18 小时。49,77还要记住，组织样本只能固定和加工一次。这些步骤不得
影响处理样本需要采取的所有诊断技术，包括标准形态学、免疫组织化学 (IHC) 和测序。
虽然世界各地的实验室都将福尔马林固定剂和石蜡包用作保存诊断组织的标准方法，但
福尔马林确实可能会改变核苷酸（C 变为 T，G 变为 A）。此外，固定不足和过度固定都
可能降低 DNA 和 RNA 的质量，过度固定还可能会导致 DNA 断裂和序列改变。特别是
过度固定，可能导致蛋白质和核酸交联，影响分析。77虽然切除样本不能免受分析前变
量的影响（见下文），但大多数分析前变量往往会在更大程度上影响细胞学和小活检样本。
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鉴于许多 NSCLC 患者是通过细胞学样本（如 FNA）或小组织活检（如支气管或
核心活检）诊断的，而此类样本可能是唯一可用于分子检测的材料，因此，如果需
要尽可能多地获取诊断、预后、预测信息，就要妥善管理样本。78目前，多数包含 
DNA 和 RNA 测序的 NGS 测试系统，通常需要 100 至 200 纳克的 DNA 或 RNA 才
能取得最佳结果，尽管较小的数量（低至 10-20 纳克）可能足以用于使用基于扩增
子方法的靶向 NGS 组合，但对基于快速多重逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 的测试
平台或单基因分析而言，综合性较差。因此，小活检和细胞学样本的成功率普遍较高；
不过谨慎处理依然有助于提高成功几率。9

虽然肿瘤细胞的数量很重要，但对于基于 DNA 的组合，一般原则是至少 200 个，
更重要的是，样本中必须含有足够比例的肿瘤细胞，这样才能保证提供的 DNA 和 /
或 RNA 数量足够，不会被样本剩余部分有核细胞中的 DNA 和 /或 RNA 稀释。理
想情况下，选择用于基因组分析的组织块或涂片，应具有最高比例的肿瘤有核细胞，

表 3-3.可能影响肺癌样本分子检测的预分析变量
所有样本
冷缺血时间

 – 小于 1 小时最佳。
• 固定剂类型

 – 优选 10% 中性缓冲福尔马林。
 – 避免使用酸性或汞基固定剂和刺激性脱钙剂。
 – 如有必要，可以使用基于乙二胺四乙酸 (EDTA) 的脱钙方案。

• 为了充分固定，建议固定 6 至 48 小时。
• 组织块和切片选择

 – 选择相对于背景间质和 /或炎症细胞的最大肿瘤细胞量。
 – 最佳选择通常是 20% 或更多的肿瘤细胞。
 – 切片时应采取预防措施，避免潜在交叉污染。
 – 肿瘤比例可以通过手工刮取、显微切割或取芯来富集。

细胞学 /小活检样本
• 针外径

 – 核芯穿刺活检：14G 至 20G
 – 经胸细针穿刺抽吸 (FNA)：20G 至 25 G
 – 支气管内超声 (EBUS) 经胸细针穿刺抽吸 (FNA)：19G、21G，或 22G

• 活检 /穿刺次数
 – 目标是尽可能获得最多的组织。
 – 建议

 - 核芯穿刺活检：至少 3 次
 - EBUS 经支气管针吸活检 (TBNA)：3-5 次
 - 经胸细针穿刺抽吸：多次，重点是细胞块制备材料

• 尽可能开展快速现场评价 (ROSE)

• 实验室小样本管理
 – 尽可能将核心和支气管活检样本分别放在独立的块内
 – 优化实验室切割方案，尽量减少组织浪费
 – 初始诊断阶段的研究仅限于必要步骤（巧妙使用免疫组织化学）
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最好大于样本中有核细胞总量的 20%。在核酸提取之前对样本进行手工刮取或显微
切割，并对高肿瘤细胞结构区域取芯，有助于进一步提高样本中肿瘤细胞与背景有
核细胞的比例（肿瘤富集）。78,79尽管已经证明表面积大于 25 mm2的肿瘤可提高分
子检测的成功率，9但在小活检样本中很难获取如此大面积的肿瘤样本，即使增加切
片的数量也不行。
为了避免因样本不足而导致失败的风险，应在可行的情况下尽可能增加组织样本

量，这属于执行活检手术的临床医生的工作。美国病理学家学院关于采集和处理胸
部小活检和细胞学样本的指南文件（另见上一节）建议，至少要进行 3 次核心活检，
如果可能的话，使用 14G 至 20G 的活检针，在支气管镜活检期间进行多次活检。49

同样，对于经胸 FNA，建议使用 20G 至 25G 活检针进行多次穿刺。对于 EBUS 
TBNA，如果可以，建议使用 19G、21G 或 22G 活检针进行 3 至 5 次穿刺，特别是
在无法进行现场评估的情况下。
虽然并不是所有实践场景都可以开展 ROSE，但 ROSE 有助于保证材料充足，并

将辅助测试分类。应尝试对所有细胞学样本采集充足的材料来制备细胞块。49用福
尔马林固定细胞块材料是分子研究最常见和最广泛使用的细胞学制备方法；然而，
如果经过适当验证，可以使用涂片或其他方法，例如液基细胞学检查。80,81尽管上
述建议适用于针吸样本，但胸水细胞学样本或不太常见的其他样本（例如支气管肺
泡灌洗液 /支气管洗液或刷洗液）也可以成功用于基因组检测，前提是肿瘤细胞比
例足够高。82,83细胞学样本，包括最终固定在福尔马林中的细胞块，最初通常会接
触不同量的乙醇或其他固定剂，因此，应严格验证细胞快，才能将其用于辅助研究；
不过，只要肿瘤材料足够，大多数细胞学制备就能得出良好结果。
对于核心或支气管活检样本，可使用触摸印记细胞学来评估样本是否充足；不过，

由于此过程可能会损害组织样本，用这种方法时要多加小心。84理想情况下，单独
的核芯针或支气管活检应分别置于单独的块中，而不是完全放在一个块中提交，分
开放置后，其中 1 个块可用于诊断染色，其余块则适当保存，用于分子测试。不过，
这种方法要求所有片段都含有肿瘤细胞。
设计组织切片程序，还应尽量减少潜在的组织浪费。实验室必须根据自身能力水

平设计最适合自己的方案；不过有多种方法推荐采用，从单张玻片表面切割到一系
列预切割多个未染色玻片的策略，通常使用苏木精和伊红 (H&E) 评估使用此类方法
提取 DNA 和 RNA 前后的水平。处理和切割样本全程均应采取预防措施，避免交叉
污染；每次切割切片提取 DNA/RNA 时，需要使用专用切片机和未使用的新刀片。
此外，虽然利用骨头病变活检可进行诊断，确定肿瘤分期和最容易到达的疾病部

位，但必须仔细考虑，尽可能避免使用脱钙剂。84如果无法避免脱钙，则应采用基
于乙二胺四乙酸 (EDTA) 的方案。9介入放射科医生对骨转移进行活检时，建议冲洗
活检针或采集额外的 FNA 样本，避免因脱钙时间而延误诊断过程，同时为分子检测
提供额外材料。
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肿瘤体积对于手术切除的样本而言通常不是问题；但是其他问题可能会影响分子
检测的结果。冷缺血时间可能会受到以下因素影响：运送到实验室的时间、冰冻切
片分析的时间、组织采集（用于生物样本入库和 /或研究目的）的时间。此外，较大
的样本可能会出现不当固定的问题，因为福尔马林很难穿透脏层胸膜。切除样本需
要充气或注射福尔马林，或者在某些情况下，浸入福尔马林之前需切片，以确保充
分固定。新辅助治疗后，可能需要采取特殊处理手段切除样本，以便对残留肿瘤进
行评估。85肿瘤异质性通常不会成为驱动突变基因组分析的问题，但是，如小活检
样本一样，应选择相对于背景间质或炎症细胞而言含有肿瘤细胞数量最多的区块做
基因检测。79

结论
病理实验室处理样本的方式对于确定所需分子生物标志物检测的成败发挥着至关重
要的作用。预分析变量与组织固定和加工相关，虽然它在决定是否使用显微镜检查
上起着关键作用，但可能会损害 DNA、RNA 和抗原 /表位的完整性。应制定标准化
程序，优化诊断过程的所有步骤。重要的是第一次就做好这一点，因为样本只能固
定和处理一次，而且这些样本通常非常小，含有的肿瘤细胞很少。应尽可能少地切
割石蜡块；建议对空白切片进行反射切割，诊断尽量少用 IHC。显微切割可以提高 
DNA 和 RNA 的提取率。细胞学类型的样本，只要经过正确处理并含有足够的肿瘤
细胞，就完全适合分子生物标志物检测。虽然手术切除样本通常含有丰富的肿瘤细胞，
但应预测并避免冷缺血和固定不良的问题。
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4液体活检：样本采集、
检测策略与临床作用

样本制备、处理与检测策略
Fernando Lopez-Rios、Maria E. Arcila 和 Christian Rolfo
从广义上讲，液体活检有多种组成部分（循环肿瘤细胞、细胞外囊泡、无细胞核酸、
各种代谢物等）。然而，循环肿瘤 DNA (ctDNA) 在临床领域最受关注，也是本章的
重点。与其他来源的肿瘤 DNA 相比，ctDNA 的生物特征和技术方面独特且更加复杂，
其中有些混杂因素，使其无法在常规临床诊断中广泛实施。
细胞游离 DNA (cfDNA) 是体内和体外细胞释放的 DNA 短片段的总和，来源包

括肿瘤细胞和正常细胞。有证据表明，在样本采集、处理和保存过程中，预分析变
量可能会对 cfDNA 的总量、基因组 DNA 的污染程度、样本的整体完整性、核酸片
段长度产生极大的不利影响。采样管的类型、使用的抗凝剂、稳定介质、运输条件、
血浆与血液分离的时间、试管搅拌、离心速度和方案、血浆保存 /持续时间条件、冻
融循环次数、cfDNA 提取、核酸量化方法都会直接影响后续下游分析。1-7影响结果
的主要预分析步骤重点见图 4-1。
在血液样本中，分析前需要立即考虑的重点是 ctDNA 的稳定性，并防止来自造

血细胞基因组 DNA 的污染，这可能导致无法检测 ctDNA。ctDNA 在体内的半衰期
通常约为 2 小时左右。在缺乏主动生理消除系统的情况下，体外半衰期较长，但它的
分离可能会受到凝血过程中白细胞 (WBC) 释放的基因组 DNA 污染或储存过程中细
胞裂解的影响。市面上有多种稳定的采样管供选择，例如 Streck、PAXgene（BD 生
物科学 [BD Biosciences]）、Norgen Biotek、罗氏诊断 (Roche Diagnostics)，它们保存
和稳定 WBC 的能力各不相同。与乙二胺四乙酸 (EDTA) 采样管相比，这些采样管在
抽血和血浆分离之间可满足更多处理要求，还可分批处理不同时间采集的样本。1-7
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通常遵循两步离心方案，第一步为低速离心，用于分离血浆，第二步为高速循环，用
于清除剩余的任何细胞物质。8

ctDNA 分离的提取方法不同，所需血浆量也各不相同。9常见的分离方法和市售
试剂盒分为两大类：硅胶膜离心柱法和磁珠分离法。10提取率、完整性和片段大小
都受方法影响。据报告，与硅胶膜离心柱相比，磁珠系统优先分离较短的 cfDNA 片
段 11。在多项研究中，基于沉淀的方法提取后的 DNA 完整性更高。12-14 cfDNA 可
能会置于 -20° C 或 -80° C 的环境中保存几个月以备后用。据报告，3 次冻融循环后，
cfDNA 的完整性显著下降。1,15

多种 cfDNA 分析方法已在临床实践和研究中得到应用，包括基于聚合酶链反应 
(PCR) 的检测和基于下一代测序 (NGS) 的技术。16基于 PCR 的方法本质上适用于更
多的限制性基因分析（单个标靶或多个标靶），但可对靶基因有更高的敏感性。NGS 
方法可实现更全面的肿瘤基因分型，可以识别体细胞突变和拷贝数改变，确定基因
重排。17对指导适当患者管理的生物标志物的需求不断增长，以及组织可用性有限
的挑战，已导致液体活检在晚期非小细胞肺癌 (NSCLC) 中的潜在应用发生了巨大变
化，如下文“临床应用”部分所述。得益于过去几年技术的重大进步，这种巨大转
变已成为可能，现在已有多个血浆 NGS 平台投入临床实践，其实用性得到了可靠的
临床数据支持。18-20目前，两种市面上的 cfDNA 检测已获得美国食品药品监督管理
局 (FDA) 的批准，可用于晚期 NSCLC 的肿瘤基因分型，最近批准的几种靶向治疗
方法具有基于液体活检的配套诊断测试。
在临床实践中解释 cfDNA 结果时，特别是针对 70 岁以上的患者，需要考虑潜

能未定克隆性造血 (CHIP)。CHIP 指造血干细胞随着年龄的增长而获得的体细胞变

图 4-1.影响 cfDNA 的分析前因素。缩略词：cfDNA = 细胞游离 DNA；EDTA = 乙二胺四乙酸。
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异。例如，经常涉及的基因包括 ASXL1、ATM、CBL、CHEK2、DNMT3A、JAK2、
KMT2D (MLL2)、KRAS、BRAF、NRAS、MPL、MYD88、SF3B1、TET2、TP53 
和 U2AF1。这种干扰源可以通过对患者匹配的外周血单核细胞进行测序来过滤掉，
或者通过使用专用的生物信息学算法减轻。21

以下“临床应用”部分详细回顾了初治晚期 NSCLC 患者的液体活检检测策略。
尽管基于组织的检测仍然是许多癌症患者肿瘤基因分型的黄金标准，但由于 ctDNA 
分析的技术和生物特征局限性，如果肿瘤组织不足以进行检测，则可以依次使用 
cfDNA 分析，如果肿瘤组织不足以或不确定是否足以进行基因分型，则可以同时使
用 cfDNA 分析。16,22,23

此外，前瞻性 24-27和回顾性 28-30研究取得了丰硕成果，研究表明，与标准护理
组织基因分型相比，血浆 NGS 提供的肿瘤基因分型可能更完整，周转时间更短，对
临床相关驱动致癌基因具有相当的敏感性和特异性。根据这些研究成果，最近提出
了晚期 NSCLC 的血浆优先方法。这种方法的主要预期局限性是，与单独组织基因分
型相比，假设成本增加，尽管最近在加拿大人群中进行的成本效益分析 31表明，对
临床选择的晚期 NSCLC 患者同时进行组织和血浆 NGS 分析，并不会增加系统成本，
但会提高患者接受适当靶向治疗的比例。
血浆 NGS 会提高组织结果有限的患者中临床相关生物标志物的检出率，但如果

是组织 NGS 结果可用的患者，则不会提高他们临床相关生物标志物的检出率。27因
此，在不确定用于 NGS 分析的小组织活检是否充分的情况下，可能需要同时采取血
浆和组织检测策略，这样会提高获取所有推荐致癌驱动因素全面肿瘤基因型的可能
性。此外，近期研究表明，将 cfDNA 分析纳入疑似晚期 NSCLC 患者的初始诊断检查，
可以更快取得分子结果，并缩短治疗时间。32,33这需要对更多患者群体进行进一步
前瞻性研究，以更好地阐明这种方法的临床效用和成本效益。

临床应用
Natasha B. Leighl、Myung-Ju Ahn 和 David R. Gandara
液体活检在 NSCLC 诊断和治疗决策制定中的临床应用得到了持续快速发展。图 4-2 
展示了 NSCLC 的护理过程，从筛查和早期诊断到确定早期疾病术后微小残留病变 
(MRD)，再到晚期疾病的基因组和免疫诊断。16,34值得注意的是，虽然肿瘤组织分
析适用于 IV 期 NSCLC 患者，但液体活检特别适合用于筛查危险个体、确定 MRD 
以及治疗反应监测。22

肺癌筛查和早期检测
早期检测肺癌对于降低发病率和死亡率至关重要，对高危人群而言尤其如此。美国
国家肺部筛查试验 (NLST) 表明，低剂量计算机断层扫描 (LDCT) 可将高危人群的肺
癌特异性死亡率降低 20%。35欧洲 NELSON 试验显示，10 年后肺癌死亡率降低了 
25%。36然而，假阳性率、过度诊断和不必要的侵入性手术仍然是挑战。37
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液体活检利用循环肿瘤细胞、循环 cfDNA（基因组学或表观基因组学）、循环 
micro-RNA、肿瘤源性外泌体、肿瘤诱导的血小板，在肺癌筛查和早期检测中发挥
着新的作用（图 4-3）。38表 4-1总结了这些分析物的优点和局限。38尽管这些生物
标志物在肺癌的早期检测方面表现良好，但由于假阴性结果比例很高且未标准化，
其临床意义仍然有限。最近，多种血浆 cfDNA 基因分型检测方法获得了 FDA 突破
性设备标识（表 4-2）。39在临床实践中实施肺癌筛查或早期诊断之前，需要开发更
敏感、更具特异性的检测方法，还要将液体活检与成像相结合，开展更大规模、更
稳健的研究。

NSCLC 微小残留病变
对于肿瘤治疗，尤其是 NSCLC 治疗，最重要的一个问题是更加有效地识别手术切除
等明确局部治疗后具有复发高风险的患者。40目前，辅助治疗主要根据疾病分期进
行，但这个临床变量并不能准确识已通过手术得到治愈的患者和需要额外治疗的患
者。通过血浆液体活检进行 MRD 确定，如果该方法足够敏感，且具有足够的特异性，
则有可能帮助更好地选择需要强化治疗的患者，或者相反，可以筛掉辅助治疗的患者。
目前，治疗 NSCLC 的多种 MRD 检测方法正被评估，其中有些方法仅基于 

ctDNA，其他则与表观遗传成分、“已知组织”或“未知组织”相结合。41,42每一
种方法都有潜在的优点和缺点（表 4-3）。最近完成的研究表明，无论采用何种方
法，在广泛投入临床应用之前，都需要进一步完善 MRD 检测。例如，在辅助阿替利

图 4-2.个体患者整个癌症护理过程进行的液体活检。缩略词：ctDNA = 循环肿瘤 DNA；MRD = 微小残留病变； 
NSCLC = 非小细胞肺癌；PD = 疾病进展。（改编自 Wan 等 34）
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珠单抗的 IMpower-010 试验中，对 MRD 进行的初步回顾性分析结果表明，手术后
约 8 周对单个血浆样本进行已知组织检测，不足以改变辅助治疗的全面方法。尽管 
MRD 阳性和 MRD 阴性人群的检测结果明显不同，但两组人群均表现出持续复发模
式。43,44多项前瞻性试验正在进行，结果备受期待。

晚期 NSCLC 的一线治疗选择
为晚期 NSCLC 患者以及越来越多的早期 NSCLC 患者选择最佳治疗方案，需要开展
组织病理学和基因组评估。有指南建议对非鳞状 NSCLC 样本进行常规基因组改变
和 PD-L1 检测。45在某些情况下，检测也可能有益于其他病理亚型的患者（例如年
轻患者、从不吸烟者或轻度吸烟者）。具有靶向肿瘤改变的患者（例如，在 EGFR、
ALK、ROS1、BRAF、MET、RET、NTRK1-3 中）接受晚期疾病一线靶向治疗
后，可以获得更好的治疗结果。其他人可能会接受二线靶向药物或新兴疗法（例如，
KRAS G12C、EGFR 外显子 20、ERBB2、NRG1 改变）。然而，对于晚期肺癌患者而
言，可能很难取得足够的组织进行基因组评估。
通常会使用小活检或细胞学样本来诊断患者，这类样本可能不足以进行生物标

志物分析。有些情况下，患者无法等待重复活检或延迟得出基因组结果。46建议
使用血浆 cfDNA 检测，确保对组织不足或没有组织供基因分型的患者进行完整的
基因分型。即使在可以进行组织检测的情况下，这种方法也可作为补充检测策略
使用，发挥的作用也越来越大（图 4-4），16使更多患者能够接受靶向治疗。液体

图 4-3.液体活检组成部分。缩略词：cfDNA = 细胞游离 DNA；CTC = 循环肿瘤细胞； 
miRNA = micro-RNA；TEP = 肿瘤诱导血小板。（来源：Freitas 等 38）
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活检结果与组织高度一致，得到的治疗结果一致，周转时间更短，甚至会节省成
本。24,25,28,30,31在诊断途径中尽早做液体活检已被证明可为晚期疾病患者加速启动一
线治疗，这会进一步改善患者的治疗结果。29,47,48

晚期 NSCLC 的获得性耐药基因组特征
对于具有致癌驱动因素的 NSCLC 患者而言，分子靶向药物可显著改善他们的临床治
疗结果；不过，对这些药物的获得性耐药性仍然是一个尚未解决的根本难题。为了
确定耐药机制，开展全面的分子检测具有重要意义，这有助于指导后续治疗。尽管
组织基因分型被认为是分子分析的黄金标准，45但如果疾病复发，并不是所有情况
都适合重复活检。28与组织基因分型相比，液体活检在无创性、周转时间短、能
够发现不同疾病部位产生的异质性变异方面具有明显优势。然而，液体活检也有局
限性，比如，如果血液中检测不到 ctDNA，则存在假阴性结果的风险，这种方法
也无法捕获组织学信息，例如疾病转化为小细胞肺癌。目前 FDA 批准了多种检测
方法，用于 NSCLC 血浆 cfDNA 基因分型，包括基于 PCR 的 Cobas EGFR 突变检

表 4-1.根据液体活检的生物标志物诊断肺癌的优缺点总结
生物标记 优点 缺点

cfDNA • 在癌症患者体内增多
• 遗传和表观遗传改变反映了原发肿瘤改变
• 肿瘤异质性和动态表示
• 高敏感性检测 (PCR、NGS)

• 与胚系循环 DNA 相比明显稀释
• 与肿瘤大小和分期呈正相关
• 在某些良性肿瘤或癌前病变中增加
• 成本高

CTC • 可进行形态学分析和肿瘤分子特征描述
• 与预后相关
• 新富集和特征描述技术

• 没有经过验证的检测
• 非小细胞肺癌血流很少
• 上皮向间质转变，上皮特异性标志物丢失
• 在癌症扩散中的作用仍有待明确

miRNA • 早期癌症患者的不同特征
• 在多数体液类型中稳定
• 由多种结构释放（例如外泌体、TEP）
• 商用试剂盒已上市 

• 变异性高，取决于患者和技术，需要标
准化方法

• 定量和检测方法有待验证
• 对于癌症类型不具特异性

外泌体 • 含有多种类型的生物标志物，例如蛋白
质和核酸

• 在肺癌患者体内增多
• 在多数体液类型中稳定且可获取
• 商用试剂盒已上市 

• 提取方法、检测、特征描述方法具有挑战性，
需要标准化

• 成本高

TEP • 癌症患者的血小板 mRNA 图谱不同
• 丰富
• 易于分离
• 从肿瘤细胞中获取反映其基因改变的特定 

RNA
• 因寿命短而形成动态 mRNA 库

• 没有经过验证的检测方法，也非标准化方法
• 可重复性
• 检测技术尚未广泛应用
• 耗时且需要大量计算资源

缩略词：cfDNA = 细胞游离 DNA；CTC = 循环肿瘤细胞；mRNA = 信使 RNA；miRNA = micro-RNA； 
NGS = 下一代测序；PCR = 聚合酶链反应；TEP = 肿瘤诱导血小板。
来源：Freitas 等 38
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测（罗氏诊断 [Roche Diagnostics]）、基于 NGS 的 Guardant 360 伴随式诊断 (CDx)、
FoundationOne 液体 CDx (Foundation Medicine)。

EGFR T790M 突变是第一代或第二代 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 最常见的耐
药机制，T790M 检测对于在后续治疗中开始使用奥西替尼至关重要。在一线治疗中
使用第一代或第二代 EGFR TKI 的实践中，在疾病进展期，可用液体活检代替组织
活检，检测 T790M 驱动的耐药性；然而，如果血浆检测呈阴性，则建议进行组织活
检。49根据 FLAURA 试验结果，推荐在一线治疗中首选奥西替尼；50一线治疗后，
通过液体活检对进展期检测到的奥西替尼异质耐药机制进行特征描述（图 4-5）。51,52

尽管在治疗后针对其他致癌驱动因素，检测靶向药物的耐药机制不是强制性的，但
利用 cfDNA 综合检测，可指导后续治疗，并可能在未来发挥更大的治疗作用。
图 4-6 是对 TKI 治疗期间疾病发生进展的患者使用液体活检的流程图，由国际肺癌
研究协会推荐使用。53

表 4-2. NSCLC 血浆 cfDNA 基因分型检测作为多癌早期检测测试，获得突破性设备标识
试剂盒或检测 公司 技术和应用 FDA 状态 

多癌早期检测
测试

GRAIL NGS 血液测试分析 ctDNA 甲基化模式，检
测多种癌症类型

FDA 突破性设备标识
（2019 年 5 月）

CancerSEEK Thrive Earlier 
Detection

多分析物检测将 1933 个位点 ctDNA 突变
多重 PCR 检测与经过验证的蛋白质生物标
志物测量相结合，诊断 8 种常见癌症类型，
包括乳腺癌、卵巢癌、肝癌

FDA 突破性设备标识
（2018 年 8 月）

Ivy-Gene CORE 
测试；Ivy-Gene 
Dx 肝脏测试

莱盟集团 (Laboratory 
for Advanced 
Medicine)

分析多个基因靶点的高甲基化 ctDNA，确
认其在 I 期乳腺癌、结肠癌、肝癌和肺癌
就已存在

FDA 突破性设备标识
（2019 年 9 月）

CASCADE-肺癌
筛查试验

Del� Diagnostics 机器学习驱动方法，分析 cfDNA 断裂模式，
检测是否引发癌症

FDA 突破性设备标识
（2021 年 3 月）

缩略词：cfDNA = 细胞游离 DNA；ctDNA = 循环肿瘤 DNA；FDA = 美国食品药品监督管理局；NGS = 下一代测序； 
PCR = 聚合酶链反应。

来源：Gray 等 39）

表 4-3.液体活检方法可消除微小残留病变
参数 首次检测组织 已知组织
肿瘤组织样本充足 不需要 实际限制
敏感性 MRD 特异性检测得到改善 低 LOD

特异性 CHIP 需要用过滤算法；基线 ctDNA 有所改善 特异性肿瘤
新变异 检测 无法评估
耐药变异 检测 无法评估
周转时间 非常短 较长

缩略词：CHIP = 潜能未定克隆性造血；ctDNA = 循环肿瘤 DNA：LOD = 检测限；MRD = 微小残留病变。
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肺癌治疗监测
血浆 ctDNA 水平已成为预后和治疗反应的潜在替代指标。多项研究证实，开始治疗
前，晚期肺癌患者血浆 ctDNA 缺失是一个良好的预后因素，不管治疗结果如何，都
可改善预后结果。54血浆 ctDNA 的清除或减少与对 TKI、免疫疗法、化疗的反应有
关。54-59在局部晚期疾病中，如果患者放化疗后体内持续存在 ctDNA，则该患者复
发风险较高，反之则可能需要接受更强化巩固治疗。60在接受长期检查点抑制剂 (CPI) 
治疗的患者中，如果在患者体内检测到血浆 ctDNA，则该患者有复发风险，而如果
在患者体内未检测到血浆 ctDNA，则该患者可停止 CPI 治疗，并处于无进展生存
期。61然而，液体活检监测是否有助于制定治疗决策（例如强化或安全降级治疗），
这种临床效用仍有待证实。连续检测出现假阳性或假阴性结果的风险，仍然是一个
重要的技术限制因素。多项研究正在探索 ctDNA 水平监测、EGFR 激酶抑制剂治疗 
(NCT02856893, NCT04410796)、免疫疗法和化疗（NCT04093167、NCT04966676；
图 4-7）。目前，使用液体活检监测指导治疗决策尚未用于常规实践，尽管如此，液
体活检依然是一个重要的潜在替代方法，相关研究正在积极开展。

检查点免疫疗法预测生物标志物
大量用于 CPI 的生物标志物正在开发，与离散的生物标志物（例如，突变型与野生
型基因状态）对比，反映了肿瘤 -间质微环境相互作用的复杂性以及多数这些检测
（例如 PD-L1 和肿瘤突变负荷 [TMB]）输出的连续性。16其中，目前与液体活检最
为相关的是 TMB。虽然组织评估 TMB 是 FDA 在美国批准的一种泛肿瘤生物标志物，
但它的检测方法、切点定义和其他参数得出的混合结果及变化阻碍了临床应用。回
顾性和前瞻性研究对基于血液的检测 (B-TMB) 进行了分析、临床验证和评估。62,63

最近报告了 BFAST 3 期队列，其中随机分配初治晚期 NSCLC 患者和高 B-TMB 
( ≥ 16 mt/Mb) 患者接受阿替利珠单抗或铂类化疗。64虽然无进展生存期的主要终点

图 4-5. FLAURA 研究中奥西替尼候选人获得性耐药机制 (n = 91)。报告的耐药机制可能与其他机制重叠。（来源：
Ramalingam 等 52。版权所有 © 2018，Elsevier。）
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倾向于阿替利珠单抗，（危险比 [HR]：0.77；0.59-1.00，p = 0.054），但其中的差异
不具统计学意义。值得注意的是，结果对具有鳞状组织学特征的患者有利，但对具
有非鳞状组织学特征的患者没有任何好处。因此，目前在常规实践中，B-TMB 并不
适用于晚期肺癌患者。虽然正在开发多种其他基于血浆的检测方法，包括利用信使 
RNA 或细胞外囊泡测量 PD-L1，但目前这些方法仍处于研究阶段。65,66
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5生物标志物检测技术
Yasushi Yatabe、Lynette M. Sholl、Sanja Dacic、 
Keith M. Kerr、Erik Thunnissen 和 Anders Skanderup

生物标志物检测有多种技术，可检测各种基因变异和蛋白质变化。目前有 5 种主要
与癌症临床实践相关的基因和蛋白质异常（表 5-1）：

1. 单核苷酸变异 (SNV)：与参考序列相比时，一个核苷酸被另一种核苷酸替换。
致病性 SNV 属于错义变异，会导致氨基酸变化，如果存在肿瘤抑制基因，则
可能导致致癌功能获得（例如，EGFR L858R、KRAS G12C、BRAF V600E）
或功能丧失（例如，TP53、RB1）。如果突变导致终止密码子 (TAA, TAG, 
TGA)，则突变不会产生蛋白质（无义突变）。SNV 并不总会导致氨基酸变化
（同义核苷酸变化），而且，这些变化通常是非致病性的，尽管有些同义 SNV 
由于转录物剪接改变会诱导功能变化。1

2. 插入和 /或缺失 (indel)：indel 指插入或缺失 1 个或多个核苷酸，可能会改变
氨基酸序列，还可能导致读码框移位。indel 可能会引发致癌活性或功能损伤。
致癌突变有两个例子，分别是 EGFR 外显子 19 框内缺失和 HER2 外显子 20 
插入，而肿瘤抑制基因中的大多数 indel（例如 TP53、APC、RB1）更常见
于框外，导致突变的等位基因功能恶化。

3. 基因扩增、拷贝数变异：基因扩增指特定 DNA 片段拷贝数增加，可能会导
致蛋白质过表达。拷贝数变异是一个更通用的术语，指基因拷贝数的增加或
减少，例如MET 的 4 个拷贝，可能没有致癌性。

4. 基因重排：当染色体片段断裂并附着到另一条染色体或同一染色体上的不
同位点时，就会发生染色体重排（也称为易位）。当片段以相反方向重新附
着到同一条染色体上时，就会发生倒位。重排会导致致癌基因融合（例如，
EML4::ALK、CD74::ROS1、KIF5B::RET）。
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5. 蛋白质表达 /过表达：基因扩增和重排可能会转化为异常蛋白质过表达。
HER2 过表达可由基因扩增引起。基因重排会导致蛋白质表达改变（例如，
ALK 基因融合导致 ALK 激酶结构域表达异常）。蛋白质的异常表达可能是致
病性的，但可能与基因改变没有直接关系（例如，肺癌过表达 PD-L1 并不表
明 CD274/PD-L1 基因发生变化，少数情况除外）。

为了检测异常，已经开发了用于不同检测的各种方法，从原位检测福尔马林固定
石蜡包埋 (FFPE) 切片中的蛋白质或基因改变，到同时检测提取的 DNA 或 RNA 中
的多个基因改变。每种检测方法在可测试的样本类型、检测到的改变、成本和报告
时间（周转时间 [TAT]）方面各有优点和缺点。了解检测方法特性有助于选择最佳
检测方法，同时避免出现问题。

周转时间
TAT 指从要求检测到收到报告的时间。在临床实践中，TAT 是一个关键因素，与具
体检测方法以及其他因素相关，例如实验室之间样本的转移、实验室人员配置、病
例分批。各种检测（如下文所述）需要的最佳实验室工作日如下：免疫组织化学 (IHC)：
少于 2 个工作日；荧光原位杂交 (FISH)：2 至 3 个工作日；聚合酶链反应 (PCR)/逆
转录 (RT)-PCR 直接测序：3 至 4 个工作日；基于扩增子的测序：4 到 5 个工作日；
基于杂交捕获的下一代测序 (NGS)：5 到 14 个工作日。
在混合 DNA/RNA 分析中，由于定量或定性样本不足，可能无法得出 DNA 或 

RNA 结果。（见第 3 章，“样本采集与分析前考虑因素。”）应考虑患者做出治疗决定
的总体时间，而不仅仅是实验室检测的名义工作时间。重要的是，如果返回的所有
结果都是分析失败，则临床状态将回到最初状态。

免疫组织化学
IHC 是一款强大的诊断工具，其方案在检测与病理肿瘤分类和某些可靶向分子改变识
别相关的蛋白质方面已经变得十分强大。直接和间接 IHC 简化图示见图 5-1。《IASLC 

表 5-1.肺癌临床相关基因改变
基因改变 与肺癌相关的主要基因 检测方法

SNV, indel EGFR, KRAS, BRAF, 
HER2

PCR 直接测序、突变特异性 PCR、NGS 扩增子、
NGS 杂交捕获、ddPCR

基因扩增 FGFR, MET FISH、NGS 杂交捕获、ddPCR

基因重排 ALK, ROS1, RET, NTRK, 
NRG

RT-PCR 直接测序、NGS（基于 DNA 或 RNA）、
FISH、IHC (ALK)

蛋白质表达 /过表达 ALK, PD-L1， HER2 IHC、ELISA、a质谱法 a

缩略词：ddPCR = 微滴式数字聚合酶链反应；ELISA = 酶联免疫吸附测定；FISH = 荧光原位杂交；IHC = 免疫组织化学；
indel = 插入和 /或缺失；NGS = 下一代测序；RT = 逆转录；SNV = 单核苷酸变异。
a不用于常规临床实践。
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诊断免疫组织化学图谱》对基本技术作了说明。该方法本身更为定性，而非定量。2不过，
谨慎制定方案，验证小范围（2 倍）蛋白质的浓度，可实现半定量评估。3

基本原则
原位产生显微可见颜色的基本程序包含以下步骤：表位修复、一抗孵育、洗去未结
合的抗体、与一抗重链结合的标记二抗孵育、洗去未结合的抗体，随后通过信号增
强步骤进行可视化。

预测分析 IHC 验证
与预测标志物相比，验证方法在诊断方面略有不同。出于诊断目的，在美国通常需
要至少 20 个样本的验证集，其中包含明确的阳性和阴性对照。5检测阈值在预测标
志物检测中发挥着至关重要的作用。并非所有 PD-L1 检测都相同，6,7因此，分析和
间接临床验证似乎是最好的近似方法。7

荧光显微镜
通过荧光标记（免疫荧光），可获得比用吸收衬底更高的敏感性。这表明，可能需要
荧光显微镜来检测具有较低表位浓度的信号。3要将荧光图像可视化，需要 2 个滤光片。
第一个滤光片位于光到达组织切片之前，允许波长相对较短的光通过，阻挡波长较长
的光。在这一部分，光到达荧光染料，激发染料的较长波长。第二个滤光片阻挡较短
波长的光，并允许较长波长的光通过。可以用相机系统代替眼睛捕获数字图像。使用
多个荧光团时，穿过滤光片的波长可能会变短（使用带通滤光片），其中一个荧光团
的较短波长被激发，而其余荧光团在激发后发射实质上更长的波长。虽然免疫荧光是
一种高度敏感的蛋白质检测技术，但目前尚未用于肺癌的常规临床实践。

突变特异性 IHC
获得性致病性 EGFR 突变会导致三维蛋白质结构发生变化，因此，该突变可能呈现
特有且不同于野生型蛋白质的表位。此外，有些 EGFR 突变还会频繁发生，特别是
外显子 21 的 L858R 和外显子 19 的缺失。根据这一点，开发了 EGFR 突变特异性抗
体。9-13这类抗体可能适用于样本量有限、不足以进行基于 DNA 的检测的情况。阳
性 IHC 反应可能与该突变有关。然而，这些抗体可能会对 EGFR 外显子 20 插入突变
产生交叉反应，而后者对第一代 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 不敏感，外显子 19 
缺失的检出率可能会有所不同。一项研究发现，外显子 20 插入（A769 插入 ASV 和 
D770 插入 SVD）对抗体呈阳性，10除缺失 5 个氨基酸 (ELREA) 外，可能无法检测
到外显子 19 缺失。11重点是，阴性染色并不排除临床上存在可操作的 EGFR 突变。
针对 BRAF V600E 突变的突变特异性抗体已经开发出来，14,15具有高度敏感性。

与 EGFR 突变特异性抗体相比，BRAF V600E 突变特异性 IHC 对非 V600E 突变没有
交叉反应。16
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图 5-1.使用空间组织蛋白分析的不同技术简化图示。
a视觉信号吸收颜色或荧光标记所需的高表位浓度。荧光标记需要的表位浓度比色原稍低。
b信号增强途径：(1) 结合几种二抗（例如，小鼠抗兔 [mouse anti-rabbit]；山羊抗人 [goat anti-human] 等）；(2) 
用酶标记几种二抗，产生不溶性色原（例如，棕色二氨基联苯胺）；(3) 使用链霉亲和素 -生物素 (SAB) 复合
物进行初始扩增，然后使用聚合物（比 SAB 复合物多 5-20 倍）。
c第一轮捕获图像、间接荧光标记并捕获数字图像之后，需要灭活 /去除染料，随后捕获背景 /自发荧光的
数字图像。可以使用不同的一抗在同一切片上重复该过程。标记后，去除图像中一抗孵育前的图像（具有
自发荧光）。单个或多个标记可能会在同一部分上投影（叠加）。
d每个一抗都有独特的条形码 (DNA)。一次孵育多个一抗。带有荧光团和条形码互补链的标记一次最多可
与 3 个荧光团结合（示意图中为 2 个不同的荧光团）。成像、去除荧光团标记并捕获图像后，可以孵育下一
组（通常最多 3 个）独特的互补标记（每个标记具有不同的荧光团）。该过程可以重复。所有标志物均可单
独检查，或按照在切片上叠加的任何组合进行检查。
e具有独特的寡核苷酸标签和具有高亲和力的光解接头标记抗体在组织切片的表位上结合，可以在相关区
域选择性地接收光，导致释放光解寡核苷酸，然后将其提取并用于读出，例如，下一代测序、流式细胞术，
或质谱法。读出内容可以以数字方式在组织切片的数字图像上叠加。4

f有两个滤光片：光通过组织 /细胞之前有 1 个滤光片，在组织和眼睛 /相机之间有 1 个滤光片。第一个滤
光片阻挡较长波长的光，第二个滤光片阻挡较短波长的光。只有具有发射波长的光才会通过第二个滤光片。
g表位在图示中为三角形。在体内，表位的基本特征是一个三维 (3D) 结构，其中抗体的可变结构域以高亲
和力立体结合。不同的表位具有不同的 3D 结构。

在所有的数字方法中，需要确定相关区域（也可能是一个细胞）。需要对区域 /对象进行分割。为此，电荷
耦合器件 (CCD) 相机中的像素数量需要与显微镜物镜的分辨率相匹配。为降低分割错误率，需要使用高质
量的 CCD 相机。
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突变特异性抗体的高敏感性表明，这种 IHC 方法可用作这些抗体各自特定突变
的筛查工具。不过，在 IHC 阴性病例中，可能同一基因既有其他突变，也有可操作
突变。此外，可能需要通过分子检测进行确认。

IHC 用于检测或筛选基因重排
使用野生型抗体（例如 ALK 蛋白）进行的预测性 IHC 检测对于 ALK 变化具有高度
敏感性和特异性，因为 ALK 蛋白在正常肺组织中不表达。17-19相比之下，ROS1 和 
NTRK 的 IHC 特异性较低，因此需要采用正交技术（例如 FISH 或 NGS）证明存在
重排。20,21虽然 ROS1 IHC 的敏感性很高，适合筛查，但 NTRK IHC 的敏感性约为 
80%，22,23说明可能只能检测到多数 NTRK 融合，而非全部。

荧光原位杂交
已经将 FISH 检测开发用于检测一系列基因组改变，包括整个染色体或特定染色体区
域的扩增、重排 /易位、获得和丧失。FISH 使用多种基础探针，包括染色体计数探
针 (CEP) 和基因 /位点特异性识别 (LSI) 探针。CEP 通常用于区分多体和真正的基因
扩增，因为它可以反映染色体数量。

重排检测
检测染色体重排的 FISH 探针有两种类型：融合型和断裂型（图 5-2）。融合探针组由
针对 2 个不同位点的差异标记探针组成，其中，2 个融合基因的位置通常不会靠得很
近。如果两个探针在细胞中的位置很近，则可能会出现假阳性信号。因此，每个实
验室都应测试阴性对照病例，并为包含融合模式的细胞核百分比设定界限标准。分
离探针由 2 个差异标记探针组成，与同一基因杂交，但对位于易位断裂点对侧的区
域具有特异性。这种断裂策略尤其适用于检测涉及所谓混杂基因（即 ALK）的易位，
其中，这些混杂基因可能会与多个配对基因融合。通常通过确定 2 个信号之间的距离，
以及显示分离信号的细胞核的最小百分比（对于 ALK 而言是 15%）来诊断是否存在
基因易位。24

基因扩增检测
基因扩增检测采用专门针对相关靶基因的探针，通常与用于相应着丝粒的差异标记
探针组合使用。在扩增情况下可观察到多个靶基因信号，通过计算靶基因信号与着
丝粒信号的比率，可以区分整个染色体的低扩增水平和多体性。

FISH 分析样本
使用任何 FISH 方案成功分析组织或细胞学样本，都需要适当固定样本，对于存档石
蜡块而言，还需要适当的储存条件。25,26在强酸溶液中处理的组织不适合 FISH 检测，
而使用乙二胺四乙酸 (EDTA) 或甲酸轻度脱钙，通常不会影响测试性能。应遵循美
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国病理学家学院 (CAP)、分子病理学协会 (AMP)、国际肺癌研究协会 (IASLC) 等机
构在病理学实践指南中列明的分析前步骤建议。27,28 TAT 可由不同的 FISH 方案确定。
总之，简单且自动化的方案优于手动方案。一般而言，基本步骤与 IHC 类似，即检
测为期 2 天，第一天需要大约 3 至 4 小时，第二天需要 30 分钟。根据实验室工作流程，
可能还需要一天的时间解读检测结果。

FISH 检测方法选择
尽管美国食品药品监督管理局 (FDA) 批准的 FISH 检测目前已上市，但有些实验室
可能会选择开发“自制”探针，这样做通常更具成本效益。克隆载体，例如细菌
人工染色体，非常适合自制 FISH 探针。利用 PCR 筛查相关 DNA 序列或进行中期 
FISH 检测，均可验证克隆是否正确。无论是否使用 FDA 批准的商用检测方法，都
应详细描述临床检测所用的探针组特征，临界值应表明正常对照和已知异常患者样
本和 /或细胞系的可重复性能，以使结果准确、精确。27自制探针的特异性和敏感
性应与市售同类产品相当。选择使用实验室开发的探针的实验室，还应注意克隆、
DNA 标记酶和其他试剂的批次差异性。27

图 5-2.使用融合和分离探针进行易位检测的荧光原位杂交。
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PCR、RT-PCR 和 ddPCR
聚合酶链反应
PCR 是一种扩增 DNA 的方法，常用于检测 SNV/indel 型突变。由于用于直接分析
的活检组织中残留的 DNA 量极少，必须通过 PCR 扩增组织 DNA。此外，致癌突变
（例如 EGFR 中的突变）发生在 2 个等位基因中的其中 1 个中，临床样本始终含有非
肿瘤组织混合物；因此，已经开发出多种检测突变等位基因的方法，并将其作为临
床可行的检测方法。以下检测方法常用于 EGFR 突变检测，并已获得批准。

等位基因特异性实时 PCR 检测
等位基因特异性实时 PCR 检测是一种关键检测方法，探针可补充突变序列，并利用
特定技术识别突变等位基因。�erascreen (Qiagen) 公司使用 Scorpion 探针，29根据
与 Cobas 系统（罗氏诊断 [Roche Diagnostics]）中互补序列杂交时的 5′-3′ 核酸外切
酶活性，通过报告染料和淬灭剂标记探针的移位和切割检测突变。Amoy 诊断公司 
(AmoyDx) 使用 TaqMan 探针，检测系统类似于使用 Taq 聚合酶的 Cobas。在这些
系统中，可以根据提高的荧光水平检测突变信号。

单碱基引物延伸检测
在单碱基引物延伸检测中，目标区域（包括突变位点）通过 PCR 扩增。探针邻近突
变位点被退火，然后使用可区分的双脱氧核苷酸进行单碱基延伸。掺入碱基的突变
型和野生型等位基因的差异，可以利用荧光染料（SNaPshot [赛默飞世尔科技公司，
�ermoFisher Scienti�c]）或质谱法 (MassArray [Agena Bioscience]) 检测。（图 5-3）。

逆转录聚合酶链反应
RT-PCR 常用于检测融合基因，因为融合基因内含子序列较长，难以通过 DNA PCR 
检测。为了涵盖各种融合模式，通常使用多个引物组进行多重 PCR 检测。例如，已
经开发了 6 个引物组用于多重 PCR 检测，可覆盖不同的 EML4-ALK 融合。30

微滴式数字聚合酶链反应
利用液滴数字 PCR (ddPCR)，样本 DNA 会被有限稀释到小体积区室中。最佳情况
是每个区室仅包含单个靶分子。区室中 PCR 阳性扩增表明存在靶分子。根据微反应
单元中存在或不存在目标分子的分布情况，利用泊松分布（数字 PCR）估计目标分
子的拷贝数 /密度。31要创建微反应单元，可使用水油乳液滴技术，对于 ddPCR 而
言通量高、经济高效。ddPCR 具有敏感性高、定量准确的优势，因此是液体活检循
环肿瘤 DNA 分析的首选技术（图 5-4）。



IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱58

下一代测序
基本原则
NGS 是一种高通量的并行测序方法，可对肿瘤的分子景观进行特征描述。

靶向全基因组测序 /全外显子组测序
虽然全基因组测序 (WGS)/全外显子组测序 (WES) 经常用于大型肿瘤队列，发现新
的疾病驱动因素和生物标志物并描述其特征，34但靶向 NGS 测序更常用于临床实践。

图 5-3.单核苷酸延伸检测通用方案。31 缩略词：dNTP = 脱氧核苷三磷酸；ddNTP = 双脱氧核苷酸三磷酸；
MALDI-TOF = 基质辅助激光解吸 /电离飞行时间 [质谱 ]；PCR = 聚合酶链反应；SNV = 单核苷酸变异。
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边合成边测序原理是该技术的核心。35简而言之，将从肿瘤样本中分离出的 DNA 片
段附着到阵列上，然后通过顺序合成反向互补片段（读数）进行并行测序。NGS 仪
器可以以大规模并行的方式执行此过程，1 天内可对多达 100 亿次读数进行测序。

测序技术
有 2 个主要平台，基于不同的并行测序原理（图 5-5）。在 Ion Torrent PGM 系统
（赛默飞世尔科技公司 [�ermoFisher Scienti�c]）中，具有特定接头序列的 DNA 片
段被稀释为片段的单个分子，并进行乳液 PCR，产生在磁珠表面连接的扩增产物
（图 5-5A）。然后，将磁珠置于质子感应孔中，随着测序的进行，从接头位点按顺序
掺入一种脱氧核苷三磷酸 (dNTP)，同时释放质子。根据掺入的核苷酸，将释放的质
子数差异转换为核苷酸序列。使用这种半导体测序仪，每次运行生成的数据会稍微
少一些，但随着读数变长（约 400 bp），运行时间会缩短。
相比之下，Illumina HiSeq 系统采用不同的方法，分为 2 步：桥接 PCR，随后边

合成边测序（图 5-5B）。将 2 个不同的接头序列末端连接后，变性的目标 DNA 与预
先固定在流动池上的 5′ 端和 3′ 端接头序列杂交（形成桥）。在此状态下，DNA 聚合
酶进行 DNA 延伸反应，使 DNA 变性，产生 2 个单链 DNA 片段。随后，通过重复桥接、
延伸和变性反应，可局部扩增大量单链 DNA 片段，并将其作为簇固定在流动池上（桥
接 PCR）。测序时，DNA 聚合酶对 3′ 端封闭荧光 dNTP 进行单碱基延伸。然后，激
光束激发结合到碱基上的荧光染料，并将发射记录为照片。拍摄四张照片 (A、C、G、T)，
确定单个簇中 4 个不同的碱基。重复这个过程，直到整个长度都被测序。
将 NGS 应用于肿瘤样本，需做出一个关键决定，即选择测序的目标区域。典型

的靶向 NGS 检测侧重 100 至 500 个与癌症相关的基因。相反，对所有人类基因或整
个基因组进行测序的检测通常称为 WES 和 WGS。36靶向检测和广泛 (WES/WGS) 
检测之间存在明显的差异。靶向检测在检测选定基因中的突变时，通常更具有深度，
敏感性也更高。相比之下，WES/WGS 测序深度较低，但更可能发现新的生物标志
物突变和结构变异。这些检测方法应用广泛，通常还需要更多测序数据，计算要求
更高，TAT 更长，导致成本比靶向检测更高。37

扩增子与杂交捕获
进行靶向测序时，另一个关键决策点是选择和富集相关基因中 DNA 片段所用的技术。
扩增子测序和杂交捕获是两种常用技术（图 5-6），36多数平台都支持这两种技术（例
如，AmpliSeq Focus Panel 和 TruSight Oncology 500，分别是 Illumina 平台的扩增
子和捕获富集技术）。
杂交捕获使用互补 DNA 探针，结合并捕获所选基因的 DNA 片段。扩增子测序

使用引物和多重 PCR 扩增，从相关基因中选择并富集 DNA 片段。扩增子测序具有
潜在优势，因为它可以使用较少量的输入 DNA；然而，这种方法仍然有在 PCR 扩
增数据中引入等位基因特异性偏差的风险。此外，扩增子测序对可测序的基因 /区域
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(A) Ion Torrent 测序

(B) Illumina 测序

图 5-5. (A)赛默飞世尔科技公司 (ThermoFisher Scienti�c) Ion Torrent 和 (B) Illumina 系统测序平台。38缩略词：
dNTP = 脱氧核苷三磷酸；NGS = 下一代测序；PCR = 聚合酶链反应。
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的数量有限制，通常将其限制为小基因组或热点区域。相反，杂交捕获则没有这样
的限制，并且可以扩展到整个外显子组。37而且，基于探针的 DNA 片段选择与杂交
捕获也更适合检测融合蛋白。36

肿瘤细胞含量
样本的肿瘤细胞含量（也称为肿瘤细胞结构或肿瘤纯度），是进行 NGS 的关键考虑
因素。由于基质细胞和免疫细胞等非肿瘤组织的混合，有些肿瘤样本的肿瘤细胞数
量和比例可能较低。非肿瘤细胞的 DNA 会稀释突变信号，并对 NGS 检测体细胞突
变的过程产生负面影响，导致检测肿瘤细胞含量低的样本中的突变和拷贝数变异时
的敏感性降低。36进行更深入的测序可以部分缓解这个问题；然而，在可行的情况下，
优先考虑肿瘤细胞含量高的样本进行 NGS 分析可能是一种更具成本效益的策略。37

作为标准值，多数 NGS 组的设计针对的都是 20% 或更多的肿瘤细胞含量。

肿瘤突变负荷估计
肿瘤突变负荷 (TMB) 已成为免疫检查点抑制反应的生物标志物，40可以使用与识别
可靶向基因改变相同的检测方法进行评估。TMB 指目标基因组序列中每兆碱基的
体细胞突变数量。NGS 可对大量基因的体细胞突变进行平行且无偏见的检测，从而
定量估计样本中的 TMB。然而，如果 NGS 基因组合太小，则可能无法得出可靠的 
TMB 估计结果。40此外，由于肿瘤细胞含量可能会影响 NGS 检测的突变检测敏感性，
应将肿瘤细胞结构视为 TMB 估计的潜在混杂变量。41

图 5-6.比较基于扩增子的检测与基于杂交捕获的检测。缩略词：PCR = 聚合酶链反应。 
（来源：Jennings 等，2017 年。39）
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市售检测组合
表 5-2 列出了当前常用的市售检测组合。各个组合的特征如下。

靶向核苷酸（基于 DNA、基于 RNA 或两者）
由于 DNA 比 RNA 更稳定，因此基于 DNA 的组合比基于 RNA 的组合出现得早。不
过，DNA 组合有些局限性。42 基于 DNA 的分析，可能无法检测到具有大的和 /或
重复内含子或缺失特定基因的重排，例如 NTRK。因此，可以利用其他方法，例如 
DNA/RNA 混合组合或顺序组合检测（如果在 DNA 组合中获得阴性结果，则进行 
RNA 组合测序）。

富集方法（杂交捕获与扩增子）
扩增子测序可能有益于小活检组织或快速 TAT，而使用杂交捕获测序的全面基因组
分析，可以评估某些临床试验的进一步改变。

基因覆盖度
根据目标组合的性质，即使纳入重大改变后，组合的基因覆盖度也不相同。此外，
由于生物信息学工具的选择，较大 indel（即使是 12 bp 或以上）的检测性能在不同
组合之间也有所不同。

所需 DNA/RNA 输入
不同的检测方法，需要不同的 DNA/RNA 输入。即使使用建议大小的组织，提取 
DNA/RNA 的比率也可能有所不同，这可能与组织固定、块和未染色切片的保存等
因素有关。脱钙样本、固定不当的组织、老化块（≥ 5 年）的提取率可能尤其低于标
准 FFPE 样本。

结论
本章概述了目前可用于临床检测肺癌分子生物标志物的各种技术，介绍了这些技术
的优点、缺点，以及对各种基因改变和蛋白质变化的识别能力。没有一种技术适用
于所有生物标志物，随着该领域的快速发展，了解当前的技术以及新兴技术，对于
为肺癌患者提供高效、最佳的临床护理具有重要意义。
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6全球视野下分子检测的指南与实践
Deepali Jain、Wendy A. Cooper、Lizza E. Hendriks、Fred R. Hirsch、 
Mehdi Karkouri、Keith M. Kerr、Dongmei Lin、Ming-Sound Tsao 和 Yasushi Yatabe

过去的十五年里，肺癌，尤其是非小细胞肺癌 (NSCLC) 的治疗越来越多地被纳入靶
向治疗。1,2肺癌诊断过程中或诊断后进行的分子检测，已成为识别预测性生物标志
物的重要工具，可帮助患者选择个性化治疗。3,4大多数生物标志物是利用聚合酶链
反应 (PCR) 或测序方法等现代分子技术检测的，可以快速得出准确结果。此外，强
烈鼓励在符合特定国家和地方标准（例如美国临床实验室改进法案修正案）的实验
室中，开展支持患者管理所需的基因检测。此外，不同国际组织（美国病理学家学
院 [CAP]、国际肺癌研究协会 [IASLC]、分子病理学协会 [AMP]、美国临床肿瘤学
会 [ASCO]、欧洲肿瘤内科学会 [ESMO]、美国国家综合癌症网络 [NCCN]）发布的
多个指南，为肺癌患者的检测和治疗方案选择、样本要求以及分子检测方法和平台
提供了详细的建议。3,5-7本章旨在概述上述及其他相关指南在全球范围内的实施情况。

指南制定与指南
过去，临床决策很大程度上依赖于主治医师的经验和技术。1991 年，加拿大 Guyatt 
提出了循证医学 (EBM) 的概念，8这一概念在优质医疗保健需求的社会意识不断增
强下，被传播到各个临床领域。当前实践指南基于医学研究院 (IOM) 2011 年的一份
报告，《我们可以信任的临床实践指南》，9该指南就源自 EBM 概念。本报告提出了
实践指南的定义以及指南制定的一些方法。推荐意见分级评估、制定和评价 (GRADE) 
是世界上使用最广泛的系统。10根据 2008 年至 2013 年与美国医疗保健研究和质量
局 (AHRQ) 签订的一项合同，开发了决策支持指南 (GLIDES) 系统。11两个系统都
通过系统审查来确定证据水平。最近的 CAP/IASLC/AMP 分子检测指南就是基于该
系统制定的。12
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CAP/IASLC/AMP、ASCO 和 NCCN
某些指南，例如 CAP/IASLC/AMP 分子检测小组制定的指南，已将重点放在实验室
社区，并授权病理学家和 /或分子诊断学家指导使用资源密集型分子检测方法，确
保为可用的靶向治疗方案选择出适当的检测方法。2013 年 CAP/IASLC/AMP 指南
的初始版本发布，成为美国和国际社会制定相关指南的典范。13该指南的初始版本
及其 2018 年的更新版本得到了 ASCO 的认可，成为 NCCN 指南的重要参考。5,6,14

这些文件中的检测方法与提供的治疗建议存在偏差，原因在于它们是在过去十年靶
向治疗的快速审批阶段制定的。CAP/IASLC/AMP 指南目前正在修订，预计将于 
2024 年发布更新版本。

欧洲肿瘤内科学会
ESMO 定期发布肺癌患者管理指南，7为检测欧洲药品管理局 (EMA) 批准治疗方案
的各种靶点提供建议。7

EMA 的批准规则宽松，但不保证每个国家都能获得批准的药物。各国至少会
在国家公共卫生系统中批准药物，在不同程度上为检测提供便利。因此，相关靶向
治疗的可用性是推动检测的主要决定因素；这就催生了无数反映当地实践差异的
国家甚至区域准则。各国建议的测试靶点并不一致；不过，所有指南都建议检测 
EGFR、ALK、ROS1 和 PD-L1，建议最多的是 BRAF 和 NTRK，但许多指南还未提
及 KRAS、MET、RET、ERBB2 (HER2) 检测。15能否实施检测取决于是否可以使用
实验室设施以及检测费用的报销安排。15尽管下一代测序 (NGS) 作为建议已经纳入 
ESMO 和许多国家指南中，但 NGS 的普及还远远不够。16欧盟采取的一系列举措旨
在解决这个问题。根据 2023 年 ESMO 关于致癌成瘾转移性 NSCLC 的指南，推荐检
测的生物标志物包括：EGFR、ALK、ROS1、BRAF、RET、MET（外显子 14 跳跃
和扩增）、NTRK、ERBB2 (HER2) 突变、EGFR 外显子 20 插入突变、KRAS G12C 突
变。7表 6-1列示了美国和欧洲发布的指南。

区域特定生物标志物检测实践
生物标志物的选择因国家 /地区的具体需求和资源可用性而异。对许多国家来说，由
于操作和后勤方面的限制，实施生物标志物检测方法进行分子筛查以确定预测性生
物标志物具有挑战性。15,17,18因此，多数国家在检测肺癌分子中，都遵循本地区的生
物标志物检测实践，这些地区不仅包括低收入或中等收入国家，还包括一些发达国家。
每个国家在分子检测的成本、检测基础设施的可用性、技术和解释专业知识的获取、
有关健康保险和报销的政府政策以及地方部门检测批准的要求方面都有不同的限制。
有些国家尽管可以进行分子检测，但患者仍无法获得靶向治疗或由于经济条件限制，
无法获得靶向治疗。15,19,20图 6-1是不同国家的生物标志物检测实践情况。尽管多数
国家都可检测 EGFR、ALK、ROS1 和 PD-L1，但也有少数国家只检测 EGFR 或只检
测 EGFR 和 ALK。以下是一些国家特定示例。
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北美洲

美国
在美国，NCCN 指南广泛用于指导治疗决策，并作为支付人（主要是私人保险公
司）费用支付的基准。6这些指南包括专家根据当前的临床证据给出的意见，深受
监管机构（美国食品药品监督管理局 [FDA]）药物批准的影响。为反映新的批准事
项，NCCN 指南每年可以更新多次，因此往往能反映最新的检测方法和治疗环境概
况。相比之下，系统性指南，例如 CAP/IASLC/AMP 指南，要对同行评审、已发表
证据 12 进行严格且耗时的审查，同时出于实际原因，所以每隔几年才更新一次。

表 6-1.美国和欧洲指南概述
指南 群体类型 靶点 检测方法 a

CAP/IASLC/
AMP 2018

新确诊患者 EGFR PCR/NGS

ALK IHC ± FISH

ROS1 IHC（筛查）和 FISH/PCR/NGS

RET、MET、ERBB2 (HER2)、
KRAS 和 BRAF

部分 NGS 多重组合；初始或 EGFR、ALK、ROS1 
检测呈阴性时

靶向治疗复发
患者

EGFR T790M 
（cfDNA/组织 DNA）

5% 分析敏感性（基于 PCR/NGS）

ESMO 2023b

新确诊患者 EGFR 任何经过验证的、涵盖外显子 18-21 突变的方法
（首选 DNA NGS）

ALK RNA NGS；IHC ± 分子确认 (NGS, FISH)

ROS1 RNA NGS；IHC 筛查，必要的分子确认 (NGS, FISH)

RET、MET、NTRK、
ERBB2 (HER2)、KRAS 和 
BRAF

DNA/RNA NGS 组合检测

PD-L1 IHC

EGFR T790M、MET 
（适当） 
（cfDNA/组织 DNA）

PCR/NGS/ISH

靶向治疗复发
患者

EGFR（类别 1） 广泛的分子分析 (NGS)c

NCCN 2022

新确诊患者 ALK（类别 1） 广泛的分子分析 (NGS)

KRAS、ROS1、BRAF、
NTRK1/2/3、MET 外显子 
14 跳跃和 RET

PD-L1 IHC

靶向治疗复发
患者

EGFR T790M 和其他基
因组耐药突变（cfDNA/
组织 DNA）

广泛的分子分析 (NGS)

缩略词：AMP = 分子病理学协会；ASCO = 美国临床肿瘤学会；CAP = 美国病理学家学院；cfDNA = 细胞游离 DNA；
ESMO = 欧洲肿瘤内科学会；FISH = 荧光原位杂交；IASLC = 国际肺癌研究协会；IHC = 免疫组织化学；ISH = 原位杂交；
NCCN = 美国国家综合癌症网络；NGS = 下一代测序；PCR = 聚合酶链反应。
a多重测序组合优先于单基因测试。除了纳入 BRAF 突变，ASCO 还为这些指南作了背书。
b ESMO  2023 指南。7

c还旨在检测新的生物标志物，例如高水平 MET 扩增和 ERBB2 (HER2) 突变。
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尽管现有指南的作用和价值有目共睹，但对其建议的遵守情况仍然不佳。根据 
2018 年至 2020 年社区肿瘤学实践中收集的真实数据进行的一项调查显示，尽管对 91% 
的转移性非鳞状 NSCLC 患者做了至少 1 项单基因分析，但只有 49% 的患者做了 5 项
及以上以治疗为目的的相关基因评估，而做 NGS 检测的患者只有 39%。22审查广泛的、
与环境无关的医疗保健数据库还发现，美国 NSCLC 患者在 NGS 检测方面存在显著的
种族差异，大约 55% 的白人患者在其护理过程的任何阶段都接受了 NGS 检测，而黑
人患者的这一比例约为 44%。23鉴于基于组织的检测存在样本不足和周转时间过长等
公认的挑战，细胞游离 DNA (cfDNA) 分析（液体活检）已在美国的临床实践中站稳
了脚跟。虽然美国缺乏 cfDNA 的专项检测指南，但 CAP/IASLC/AMP 指南的更新版本
中指出，cfDNA 检测指南对于缺乏足够肿瘤组织进行生物标志物检测的患者，或在靶
向治疗复发后需要进行分子特征描述的患者颇具实用性。12 IASLC 于 2021 年发布了相
关建议，24尽管这些建议是基于专家意见，而不是基于对文献的系统回顾。（见第 4 章。）

加拿大
在加拿大，医疗保健系统几乎完全由政府出资，因此癌症患者常规分子检测的范围
由医疗保健部门确定。省政府对医疗保健拥有管辖权，因此，患者可用的检测类型
和系统可能因省而异。检测主要在分子诊断实验室进行，大部分实验室设立在各大
医院的检验内科或病理科内。一般来说，在考虑给加拿大卫生部批准的新药提供公
共资金时，大多数省级癌症护理机构都会开始考虑给生物标志物检测提供资金。此
类审议考虑的主要问题包括，拟议的测试和测试方法 /检测方法的成本效益，以及它
们对相关癌症患者护理的影响。25-28虽然提供资金通常遵循国际公认的指南（例如 
CAP/IASLC/AMP、ASCO、ESMO），但加拿大医学肿瘤学、病理学和分子病理学领
域的关键意见领袖团体定期达成的共识或评论出版物，可能会根据加拿大具体国情
提供建议。29-35目前在加拿大，建议对肺癌进行所有可靶向改变的分子检测，包括
使用第一代和 /或第二代 EGFR 激酶抑制剂后，病情有进展的 EGFR 突变 NSCLC 患
者的 EGFR、ALK、ROS1、BRAF V600E、NTRK、KRAS G12C 和 EGFR T790M 突
变。35随着加拿大批准相应的靶向药物，新的标志物将被纳入其中。还建议将血浆
样本中循环 EGFR T790M 突变检测（液体活检）作为替代（首选）或补充方法。虽
然检测方法的选择是由实验室根据多学科输入内容决定的，但实验室必须遵循可接
受的指南，在临床实施之前验证每个检测方法。这一点至关重要，加拿大与美国在
此方面不同，其卫生部通常将特定药物批准与“经过验证的检测方法”联系起来，
而不是特定的伴随式诊断检测方法。这种方法促使加拿大开展了多项多中心研究，
以优化和标准化肺部生物标志物测试，例如 EGFR、ALK、ROS1 和 PD-L1。36-39

欧洲
根据 2019 年的一项调查，40欧洲医生了解 NSCLC 生物标志物检测的（国际）国家
指南。各国选择检测有着类似的标准：对所有转移性 NSCLC 患者进行 PD-L1 检测，
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并对非鳞状 NSCLC 或鳞状细胞组织学但无吸烟史的患者进行致癌驱动因素分子检
测。整个欧洲的分子检测状况参差不齐。在大约三分之二的欧洲国家，“反射测试”（病
理学家驱动）很常见；而其他国家是根据需要进行检测。检测通常在患者家里或地
区实验室进行。在大约四分之三的欧洲国家，NGS 是一种常见的检测方法；而其他
国家则使用实时 PCR。15,40

欧洲国家的医疗保健系统和卫生经济体系非常多样，所有这些都会影响肿瘤分子
分析的开展。41,42所有欧洲国家都可以做 EGFR、ALK 和 PD-L1 检测，但报销方法
各不相同，有的由国家或私人健康保险公司全额报销，或制药公司提供资金，有的
则不提供资金，甚至不检测某些生物标志物。40法国等国家有政府支持的结构化计划，
可在数量有限的中心实现集中的系统分子检测。43

随着时间的推移检测率有所增加，但并非所有患者了解检测标准后，就都有机会
接受检测，即使是在允许检测的国家，也不是所有符合检测标准的肿瘤患者都会接
受检测。15,44-47重要的是，患者对其生物标志物的检测结果知晓率很低，因为欧洲
的一项调查所示，23% 知道自己的肿瘤已接受检测的患者并不知道检测结果。48

亚太地区
亚太地区高度多样化，其中包括日本等可以报销 NGS 检测的国家，也包括印度尼西
亚等肿瘤医疗服务不完善的国家。亚洲对配套诊断的重视程度较低，NGS 的成本和
报销很大程度上由各个国家决定。考虑到当地药物的批准往往比 FDA/EMA 的审批
滞后长达 2 年，所以许多国家采用了务实的方法，把获得新型疗法作为生物标志物
检测的前提。即使在中国香港、中国台湾、新加坡也是如此。

澳大利亚
在澳大利亚，EGFR、ALK、ROS1、MET 改变检测、PD-L1 免疫组织化学 (IHC) 检测
都是常规项目，由政府报销。尽管较大的中心可进行 NGS 组合检测，但这项检测并
不是普遍可用的。对于 ALK 和 ROS1，需要进行 IHC 筛查，并通过荧光原位杂交 (FISH) 
检测确认重排以获取靶向药物。RET 和 NTRK1-3 等不太常见的融合基因检测并不普
遍。目前，使用液体活检进行分子检测在澳大利亚并不常见，并且不由政府出资。49

中国
中国大陆批准的治疗靶点包括 EGFR 和 BRAF 突变，ALK、ROS1、RET、NTRK 融
合基因，以及 MET 外显子 14 跳跃突变。因此，中国指南建议必须对上述基因进行
检测。针对 KRAS 和 ERBB2 (HER2) 基因突变、MET 基因扩增，以及其他基因的药
物仍在临床试验中，这些靶点被推荐作为扩大检测的组成部分。50,51

基于 PCR 的方法和 NGS 是推荐的突变检测方法，而基因融合则通过 FISH、等
位基因阻碍突变系统 (ARMS) 聚合酶链反应 (PCR)、NGS（基于 RNA）和 IHC 检测。
建议将 ALK IHC (D5F3) 作为伴随式诊断检测，而将 ROS1 和神经营养性酪氨酸受体
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激酶 (NTRK/pan-TRK) IHC 作为筛查检测。50,52,53通常对 IB 期或以上非鳞状组织学
的 NSCLC 手术样本进行分子检测。对于晚期 NSCLC，首选组织活检。如果没有组
织样本，也可以考虑液体活检。此外，PD-L1 检测同样重要，应同时进行。54,55

印度
印度的指南建议根据肿瘤医师的判断按顺序或同时检测。56目前，多数针对新基因
靶点 (BRAF、MET、RET、HER2 和 KRAS) 的治疗方案在印度都不可用。因此，这
些基因并未纳入所有晚期 NSCLC 患者的常规分子检测中，但可能会在一线治疗进
展或产生耐药性的患者中进行检测。专家小组建议将 EGFR、ALK、ROS1 基因和 
PD-L1 蛋白作为分子检测的一线生物标志物。56

根据肿瘤医生的判断和患者的经济能力，建议进行单基因检测和 NGS。
ARMS-PCR、数字 PCR 和 NGS 是检测 NSCLC EGFR 突变的首选方法。建议对 
ALK 重排和 PD-L1 表达进行 IHC 检测，而对 ROS1 重排进行 IHC 筛查，然后通过 
FISH 进行确认。
由于奥西替尼在一线治疗中的可用性有限，患者经常在复发时通过液体活检进行 

EGFR T790M 突变检测。然而，如果液体活检结果呈阴性，则建议他们进行肿瘤活检。

日本
日本的生物标志物检测受政府医疗保健政策的监管，大多数预测性生物标志物检测
均由健康保险承保。晚期肺癌患者通常在诊断后进行集中多重检测，并对一些标准
治疗后有病情进展的患者进行全面的基因组分析检测。57,58在治疗指南方面，日本
肺癌协会 (JLCS) 发布肺癌治疗指南，该指南由 GRADE 系统制定，每年更新；国
际文献中已有部分总结。59对于个体预测生物标志物，JLCS 生物标志物委员会在 
EGFR、ALK、ROS1、BRAF、MET、KRAS 和多重检测的指导下促进分子检测的适
当实施。ALK、60MET、61多重检测 58指南均有英文版。

非洲和中东
非洲和中东地区既有高收入国家，也有中低收入国家，因此该地区 NSCLC 患者的
生物标志物检测存在差异。与中东高收入国家不同，撒哈拉以南非洲国家肺癌生物
标志物检测的可用性非常有限。62,63当地也缺乏检测专业知识。有的国家甚至可能
都没有检测点，或者检测点位于市中心，导致检测周转时间延长。有些国家将检测
业务外包给欧洲实验室进行分子检测。在大多数情况下，患者承担检测费用。在南
非等国家，患者能否获得生物标志物检测和靶向治疗的机会，部分取决于患者能否
获得私营或公立的医疗保健服务。64这也适用于诊断工具，因为组织病理学实验室
检测可能无法在全国范围内提供，其他情况下的常规技术（例如免疫组织化学）可
能也很难用到。65 这意味着在某些国家，甚至都无法使用免疫组织化学对 NSCLC 进
行基本组织学分型，更不用说分子检测了。19此外，获得靶向治疗的机会非常有限，



IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱76

大多数公共卫生系统通常不承担治疗费用。这一重大差距导致 NSCLC 患者护理遭到
延迟，并阻碍了为这些患者提供最佳护理做出的努力。

结论
肺癌标准生物标志物检测指南的全球实施，取决于特定国家 /地区的当地和区域因素，
包括资源和基础设施是否可用、经济承受能力、政府或私营机构的报销政策、检测
方法的获取以及药物审批机制。尽管各国对具体检测的建议并不一致，但 EGFR、
ALK、ROS1 和 PD-L1 检测已得到广泛实施。随着新型靶向疗法的可用性提高，我
们预计更多生物标志物检测类别会加入进来，向多重检测转变。

参考文献
 1. Alexander M, Kim SY, Cheng H. Update 2020: 

management of non-small cell lung cancer. 
Lung. 2020;198(6):897-907.

 2. Morgensztern D, Campo MJ, Dahlberg SE, et al. 
Molecularly targeted therapies in non-small-cell 
lung cancer annual update 2014. J Thorac Oncol. 
2015;10(1 suppl 1):S1-63.

 3. Lindeman NI, Cagle PT, Aisner DL, et al. 
Updated molecular testing guideline for the 
selection of lung cancer patients for treatment 
with targeted tyrosine kinase inhibitors: 
guideline from the College of American 
Pathologists, the International Association for 
the Study of Lung Cancer, and the Association 
for Molecular Pathology. Arch Pathol Lab Med. 
2018;142(3):321-346.

 4. Nooreldeen R, Bach H. Current and future 
development in lung cancer diagnosis. Int J Mol 
Sci. 2021;22(16):8661.

 5. Kalemkerian GP, Narula N, Kennedy EB, et al. 
Molecular testing guideline for the selection of 
patients with lung cancer for treatment with 
targeted tyrosine kinase inhibitors: American 
Society of Clinical Oncology endorsement of the 
College of American Pathologists/International 
Association for the Study of Lung Cancer/
Association for Molecular Pathology clinical 
practice guideline update. J Clin Oncol Off J Am 
Soc Clin Oncol. 2018;36(9):911-919.

 6. Ettinger DS, Wood DE, Aisner DL, et al. 
Non-small cell lung cancer, version 3.2022, 
NCCN clinical practice guidelines in oncology. 
J Natl Compr Cancer Netw. 2022;20(5):497-530.

 7. Hendr iks  LE,  Kerr  K,  Menis  J,  e t  a l . 
Oncogene-addicted metastatic non-small-cell 
lung cancer: ESMO clinical practice guideline 
for diagnosis, treatment and follow-up. Ann 
Oncol. 2023. https://www.annalsofoncology 
.org/article/S0923-7534(22)04781-0/fulltext.

 8. Guyatt GH. Evidence-based medicine. ACP 
J Club. 1991;114(2):A16.

 9. Institute of Medicine. Clinical Practice Guidelines 
We Can Trust. National Academies Press; 2011.

 10. Welcome to the GRADE Working Group. 
GRADE. 2004-2002. Updated January 21, 2021. 
https://www.gradeworkinggroup.org/.

 11. GuideLines Into DEcision Support (GLIDES). 
Yale School of Medicine. Updated January 21, 
2021. https://medicine.yale.edu/cmi/glides/.

 12. Lindeman NI, Cagle PT, Aisner DL, et al. Updated 
molecular testing guideline for the selection 
of lung cancer patients for treatment with 
targeted tyrosine kinase inhibitors: guideline 
from the College of American Pathologists, 
the International Association for the Study of 
Lung Cancer, and the Association for Molecular 
Pathology. J Thorac Oncol. 2018;13(3):323-358.

 13. Lindeman NI, Cagle PT, Beasley MB, et al. 
Molecular testing guideline for selection of lung 
cancer patients for EGFR and ALK tyrosine 
kinase inhibitors: guideline from the College 
of American Pathologists, International 
Association for the Study of Lung Cancer, and 
Association for Molecular Pathology. J Thorac 
Oncol. 2013;8(7):823-859.

 14. Leighl NB, Rekhtman N, Biermann WA, et 
al. Molecular testing for selection of patients 
with lung cancer for epidermal growth factor 
receptor and anaplastic lymphoma kinase 
tyrosine kinase inhibitors: American Society 
of Clinical Oncology endorsement of the 
College of American Pathologists/International 
Association for the Study of Lung Cancer/
Association for Molecular Pathology guideline. 
J Clin Oncol. 2014;32(32):3673-3679.

https://www.annalsofoncology.org/article/S0923-7534(22)04781-0/fulltext
https://www.annalsofoncology.org/article/S0923-7534(22)04781-0/fulltext


全球视野下分子检测的指南与实践 77

 15. Kerr KM, Bibeau F, Thunnissen E, et al. The 
evolving landscape of biomarker testing for 
non-small cell lung cancer in Europe. Lung 
Cancer Amst Neth. 2021;154:161-175.

 16. Horgan D, Curigliano G, Rieß O, et al. 
Identifying the steps required to effectively 
implement next-generation sequencing in 
oncology at a national level in Europe. J Pers 
Med. 2022;12(1):72.

 17. Barta JA, Powell CA, Wisnivesky JP. Global 
epidemiology of lung cancer. Ann Glob Health. 
2019;85(1):8.

 18. Smeltzer MP, Wynes MW, Lantuejoul S, et al. 
The International Association for the Study 
of Lung Cancer global survey on molecular 
test ing in lung cancer.  J  Thorac Oncol . 
2020;15(9):1434-1448.

 19. Elhassan MMA, Mohamedani AA, Mohamed 
SAH, et al. Lung cancer in Sudan. J Thorac 
Oncol. 2022;17(4):489-498.

 20. Sheikh HS, Munawar K, Sheikh F, Qamar 
MFU. Lung cancer in Pakistan. J Thorac Oncol. 
2022;17(5):602-607.

 21. Lung cancer worldwide. Editorial series. J Thorac 
Oncol. 2019-2022.

 22. Robert NJ, Espirito JL, Chen L, et al. Biomarker 
testing and tissue journey among patients with 
metastatic non-small cell lung cancer receiving 
first-line therapy in the US Oncology Network. 
Lung Cancer Amst Neth. 2022;166:197-204.

 23. Bruno DS, Hess LM, Li X, Su EW, Patel M. 
Disparities in biomarker testing and clinical trial 
enrollment among patients with lung, breast, 
or colorectal cancers in the United States. JCO 
Precis Oncol. 2022;6:e2100427.

 24. Rolfo C, Mack P, Scagliotti GV, et al. Liquid 
biopsy for advanced NSCLC: a consensus 
statement from the International Association 
for the Study of Lung Cancer. J Thorac Oncol. 
2021;16(10):1647-1662.

 25. Djalalov S, Beca J, Hoch JS, et al. Cost 
effectiveness of EML4-ALK fusion testing and 
first-line crizotinib treatment for patients with 
advanced ALK-positive non-small-cell lung 
cancer. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 
2014;32(10):1012-1019.

 26. Ontario Health (Quality). Cell-free circulating 
tumour DNA blood testing to detect EGFR 
T790M mutation in people with advanced 
non-small cell lung cancer: a health technology 
assessment. Ont Health Technol Assess Ser. 
2020;20(5):1-176.

 27. Makarem M, Ezeife DA, Smith AC, et al. 
Reflex ROS1 IHC screening with FISH 
confirmation for advanced non-small cell 
lung cancer—a cost-efficient strategy in a 
public healthcare system. Curr Oncol Tor Ont. 
2021;28(5):3268-3279.

 28. Ezeife DA, Spackman E, Juergens RA, et al. 
The economic value of liquid biopsy for 
genomic profiling in advanced non-small 
cel l  lung cancer.  Ther Adv Med Oncol . 
2022;14:17588359221112696.

 29. Ellis PM, Blais N, Soulieres D, et al. A 
systematic review and Canadian consensus 
recommendations on the use of biomarkers 
in the treatment of non-small cell lung cancer. 
J Thorac Oncol. 2011;6(8):1379-1391.

 30. Melosky B,  Blais  N,  Cheema P,  et  a l . 
Standardizing biomarker testing for Canadian 
patients with advanced lung cancer. Curr Oncol 
Tor Ont. 2018;25(1):73–82.

 31. Stockley T, Souza CA, Cheema PK, et al. 
Evidence-based best practices for EGFR T790M 
testing in lung cancer in Canada. Curr Oncol Tor 
Ont. 2018;25(2):163-169.

 32. Melosky B, Cheema P, Agulnik J,  et al. 
Canadian perspectives: update on inhibition 
of  ALK-posit ive  tumours in advanced 
non-small-cell lung cancer. Curr Oncol Tor Ont. 
2018 Oct;25(5):317-328.

 33. Cheema PK, Gomes M, Banerji S, et al. 
Consensus recommendations for optimizing 
biomarker testing to identify and treat advanced 
EGFR-mutated non-small-cell lung cancer. Curr 
Oncol Tor Ont. 2020;27(6):321-329.

 34. Bebb DG, Banerji S, Blais N, et al. Canadian 
consensus for biomarker testing and treatment 
of TRK fusion cancer in adults. Curr Oncol Tor 
Ont. 2021;28(1):523-548.

 35. Ionescu DN, Stockley TL, Banerji S, et al. 
Consensus recommendations to optimize 
testing for new targetable alterations in 
non-small cell lung cancer. Curr Oncol Tor Ont. 
2022;29(7):4981-4997.

 36. Cutz JC, Craddock KJ, Torlakovic E, et al. 
Canadian anaplastic lymphoma kinase study: 
a model for multicenter standardization and 
optimization of ALK testing in lung cancer. 
J Thorac Oncol. 2014;9(9):1255-1263.

 37. Tor l a kov ic  E ,  A lb adine  R ,  Big ras  G , 
e t  a l .  C a n a d i a n  mu l t i c e nt e r  pro j e c t 
o n  s t a n d a r d i z a t i o n  o f  p r o g r a m m e d 
death-ligand 1 immunohistochemistry 22C3 
laboratory-developed tests for pembrolizumab 
t h e r a p y  i n  N S C L C .  J  Th o r a c  O n c o l . 
2020;15(8):1328-1337.



IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱78

 38. Cheung CC, Smith AC, Albadine R, et al. 
Canadian ROS proto-oncogene 1 study (CROS) 
for multi-institutional implementation of ROS1 
testing in non-small cell lung cancer. Lung 
Cancer Amst Neth. 2021;160:127-135.

 39. Leighl NB, Kamel-Reid S, Cheema PK, et al. 
Multicenter validation study to implement 
plasma epidermal growth factor receptor T790M 
testing in clinical laboratories. JCO Precis Oncol. 
2020;4:520-533.

 40. Thunnissen E, Weynand B, Udovicic-Gagula 
D, et al. Lung cancer biomarker testing: 
perspective from Europe. Transl Lung Cancer 
Res. 2020;9(3):887-897.

 41. Horgan D, Ciliberto G, Conte P, et al. Bringing 
greater accuracy to Europe’s healthcare systems: 
the unexploited potential of biomarker testing in 
oncology. Biomed Hub. 2020;5(3):182-223.

 42. Horgan D, Ciliberto G, Conte P, et al. Bringing 
onco-innovation to Europe’s healthcare systems: 
the potential of biomarker testing, real world 
evidence, tumour agnostic therapies to empower 
personalised medicine. Cancers. 2021;13(3):583.

 43. Hofman P, Rouleau E, Sabourin JC, et al. 
Predictive molecular pathology in non-small 
cell lung cancer in France: the past, the present 
and the perspectives. Cancer Cytopathol. 
2020;128(9):601-610.

 44. Griesinger F, Eberhardt W, Nusch A, et al. 
Biomarker testing in non-small cell lung cancer 
in routine care: analysis of the first 3,717 patients 
in the German prospective, observational, 
nation-wide CRISP registry (AIO-TRK-0315). 
Lung Cancer Amst Neth. 2021;152:174-184.

 45. Salas C, Martín-López J, Martínez-Pozo A, et al. 
Real-world biomarker testing rate and positivity 
rate in NSCLC in Spain: Prospective Central Lung 
Cancer Biomarker Testing Registry (LungPath) 
from the Spanish Society of Pathology (SEAP). 
J Clin Pathol. 2022;75(3):193-200.

 46. Provencio M, Cobo M, Rodriguez-Abreu D, 
et al. Determination of essential biomarkers in 
lung cancer: a real-world data study in Spain 
with demographic, clinical, epidemiological 
and pathological characteristics. BMC Cancer. 
2022;22(1):732.

 47. Steeghs EMP, Groen HJM, Schuuring E, et 
al. Mutation-tailored treatment selection in 
non-small cell lung cancer patients in daily 
clinical practice. Lung Cancer Amst Neth. 
2022;167:87–97.

 48. Tufman A, Redmond K, Giannopoulou A, et 
al. Patient perception of burden of disease and 
treatment preferences in non-small cell lung 
cancer: results from a European survey. Lung 
Cancer Amst Neth. 2022;168:59-66.

 49. John T, Cooper WA, Wright G, et al. Lung 
cancer in Australia. J Thorac Oncol. 2020;15(12): 
1809-1814.

 50. Chinese Society of Pathology, Pathology 
Quality Control Center; Chinese Medical 
Association Chinese Society of Oncology; 
China Anti-Cancer Association Chinese Society 
of Lung Cancer; Chinese Thoracic Oncology 
Group. Guidelines on clinical practice of 
molecular tests in non-small cell lung cancer in 
China. Article in Chinese. Zhonghua Bing Li Xue 
Za Zhi. 2021;50(4):323-332.

 51. Hong DS,  DuB ois  SG,  Kummar S ,  e t 
a l .  Larotrectinib in patients with TRK 
fusion-positive solid tumours: a pooled analysis 
of three phase 1/2 clinical trials. Lancet Oncol. 
2020;21(4):531-540.

 52. Davies KD, Lomboy A, Lawrence CA, et al. 
DNA-based versus RNA-based detection of 
MET exon 14 skipping events in lung cancer. 
J Thorac Oncol. 2019;14(4):737-741.

 53. Wu YL, Tsuboi M, He J, et al. Osimertinib in 
resected EGFR-mutated non-small-cell lung 
cancer. N Engl J Med. 2020;383(18):1711-1723.

 54. Chinese Anti-Cancer Association, Lung Cancer 
Study Group of Committee of Oncopathology; 
Chinese Society of Lung Cancer; Expert 
Group on PD-L1 Testing Consensus. Chinese 
expert consensus on standards of PD-L1 
immunohistochemistry testing for non-small 
cell lung cancer. Article in Chinese. Zhongguo 
Fei Ai Za Zhi. 2020;23(9):733-740.

 55. Felip E, Altorki N, Zhou C, et al. Adjuvant 
atezolizumab after adjuvant chemotherapy 
in resected stage IB-IIIA non-small-cell 
lung cancer (IMpower010): a randomised, 
multicentre, open-label, phase 3 trial. Lancet. 
2021;398(10308):1344-1357.

 56. Prabhash K, Advani SH, Batra U, et al. 
Biomarkers in non-small cell lung cancers: 
Indian consensus guidelines for molecular 
testing. Adv Ther. 2019;36(4):766-785.

 57. Motoi N, Yatabe Y. Lung cancer biomarker tests: 
the history and perspective in Japan. Transl Lung 
Cancer Res. 2020;9(3):879-886.

 58. Yatabe Y, Sunami K, Goto K, et al. Multiplex 
gene-panel testing for lung cancer patients. 
Pathol Int. 2020;70(12):921-931.



全球视野下分子检测的指南与实践 79

 59. Ninomiya K, Teraoka S, Zenke Y, et al. Japanese 
Lung Cancer Society guidelines for stage IV 
NSCLC with EGFR mutations. JTO Clin Res Rep. 
2021;2(1):100107.

 60. Mitsudomi T, Yatabe Y, Akita H, et al.; 
Biomarker Committee, the Japan Lung Cancer 
Society. Guidance for ALK Gene Testing in 
Lung Cancer Patients. Version 1.2. Japan Lung 
Cancer Society;2011. https://www.haigan.gr.jp 
/uploads/files/photos/641.pdf.

 61. Yatabe Y, Goto K, Matsumoto S, et al. METex14 
skipping testing guidance for lung cancer 
patients: the guidance from the Biomarker 
Committee, the Japan Lung Cancer Society. 
Haigan .  2021;61(5):361-370. https://doi 
.org/10.2482/haigan.61.361.

 62. Slavik T,  Asselah F,  Fakhruddin N, et 
al.  Diagnosis and predictive molecular 
analysis of non-small-cell lung cancer in the 
Africa-Middle East region: challenges and 
strategies for improvement. Clin Lung Cancer. 
2014;15(6):398-404.

 63. Niyibizi BA, Muhizi E, Ndoli DA, et al. 
Lung cancer in Rwanda. J Thorac Oncol . 
2022;17(9):1074-1077.

 64. van Eeden R, Tunmer M, Geldenhuys A, Nayler 
S, Rapoport BL. Lung cancer in South Africa. 
J Thorac Oncol. 2020;15(1):22-28.

 65. Patel K, Strother RM, Ndiangui F, et al. 
Development of immunohistochemistry services 
for cancer care in western Kenya: implications 
for low- and middle-income countries. Afr J Lab 
Med. 2016;5(1):187.



IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱80



81

7表皮生长因子受体
Helena Yu、Fernando Lopez-Rios、Dong-Wan Kim、 
Julia K. Rotow 和 Jordi Remon

基因结构和功能
表皮生长因子受体 (EGFR/ErbB1) 以及 ErbB2 (HER2)、ErbB3 (HER3) 和 ErbB4 
(HER4) 均为 ERBB 受体家族的成员。这些受体家族成员在配体结合后发出同源二
聚体和异源二聚体信号，但 HER2 除外，它会在缺乏已知配体的情况下参与二聚体
化。1EGFR 蛋白是一种跨膜受体酪氨酸激酶，包含细胞外结构域 (ECD)、跨膜结构
域 (TMD)、近膜结构域 (JMD)、酪氨酸激酶结构域 (TKD) 和 C 端末端尾部。2

在与包括表皮生长因子 (EGF)、转化生长因子 α (TGFα)、双调蛋白 (AREG) 等 2

各种配体结合后，ECD 中的构象变化允许受体二聚体化。3这种二聚体化会诱导 
TKD 的 C 端小叶和 N 端小叶之间发生不对称交互作用，导致受体酪氨酸激酶和 C 
端末端尾部的磷酸化位点发生自磷酸化。经证明，JMD 可以通过近膜锁定机制来稳
定这种交互作用（图 7-1）。4,5在 TKD 内，这种磷酸化会引起 αC 螺旋定位的构象变化，
从而导致激活环定位发生构象变化，而激活环定位会采用允许底物结合的开放构象。6

在 C 端末端尾部，磷酸化对接位点与下游信号传导的其他介体相结合。EGFR 的
激活最终会促进多个下游信号通路的激活，包括丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK)、磷
脂酰肌醇 3-激酶 (PI3K)/AKT 和 Janus 激酶 (JAK)/信号转导和转录激活因子 (STAT) 
通路，促进细胞生长和存活。7

流行病学、临床和组织学特征
EGFR 突变的全球发病率各不相同，欧洲人群中肺腺癌发病率约为 12%，北美人群中
约为 15%，而亚洲人群中约为 49%。8女性患者、无吸烟史患者和年轻患者中的发病
率最高。9检测对所有腺癌患者来说都非常重要，因为在所有肺癌患者群体中都可以
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检测到 EGFR 激活突变。例如，在 1 个病例系列中，虽然有 52% 的无吸烟史患者存
在 EGFR 激活突变，但在 21% 有吸烟史的患者和 6% 持续吸烟的患者中，也发现了 
EGFR 突变。10同样，虽然 EGFR 突变在具有鳞状组织学的非小细胞肺癌 (NSCLC) 
中并不常见，但其仍会被检测出来，特别是在具有其他典型人口学特征（例如，从
不吸烟者）或混合型腺鳞病组织学的患者中，不过发病率较低。11

目前，对 EGFR 突变进行分子流行病学解释时应非常慎重，因为频率是由不同的
检测策略决定的，而这需要考虑 EGFR 突变的地理异质性。例如，在高发地区使用
实时聚合酶链反应 (PCR) 可能更为明智，虽然这种方式会遗漏一些不太常见的复合
突变。12相反，使用下一代测序 (NGS) 可能会改变我们对罕见突变频率的理解。13

检测策略
所有参与肺癌生物标志物检测的人员都需要了解不同 EGFR 突变检测技术的性能指
标（表 7-1）。14,15下一节讨论了可用于 EGFR 突变检测的几种技术类型。最初发现 
EGFR 突变时，主要使用直接（或桑格）测序和快速 PCR 方法。16,17在过去 20 年
中，人们最先研发了商业实时 PCR 检测方法，随后在临床中开始应用 NGS 检测组
合。18-20因此，它们成为两种最常用的 EGFR 突变检测技术。此外，美国食品药品
监督管理局 (FDA) 还批准了几种实时 PCR 检测方法和 NGS 检测组合。大多数国家
和国际指南会建议进行全面的生物标志物检测。因此，越来越多的人采用基于 NGS 
的 EGFR 检测。21,22

分析灵敏度（通常简称灵敏度）是检测限，指给定样品中能够检测到的肿瘤细胞
的最小百分比。诊断灵敏度与检测的全面性或给定检测中可检测到的基因所描述的

图 7-1. EGFR 蛋白质结构处于非活性构象和活性构象。配体 EGF 的结合诱导构象变化，从而允许蛋白质
二聚体化。酪氨酸激酶结构域之间的交互作用允许激酶催化激活以及下游信号转导介质在 C 端末端尾
部的对接。缩略词：EGF = 表皮生长因子； C = C 端小叶； JMD = 近膜结构域； N = N 端小叶； TMD = 跨
膜结构域。（改编自 Jura 等，4）
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所有突变的百分比有关。15 因此，其中一些检测方法无法区分变体（即，结果显示
为“检测到突变”与“未检测到突变”，或“19 号外显子缺失，如未另行指定”），只
有 NGS 检测组合才可以提供可靠的等位基因比例估值。成功率通常与样本中存在
的 DNA 量有关，因为与基于扩增子的 NGS 检测或实时 PCR 检测相比，杂交捕获的 
NGS 检测组合需要更多的输入 DNA。最后，值得强调的是，极速实时 PCR 试剂盒
以及全自动 NGS 工作流程所需的操作时间最少，可在 1 至 2 天内报告结果。23-25

EGFR 改变类型及临床意义
为了更好地了解 NSCLC 患者 EGFR 突变的检测策略和临床意义，有必要将其分为以
下 5 类。

1.常见突变
最常见的激活 EGFR 突变是 19 号外显子框内缺失（氨基酸残基 747-750）和 21 号
外显子的 L858R 点突变，占所有 EGFR 突变的 80% 至 85%。21存在这些突变的 
NSCLC 患者对 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 反应良好，并且 EGFR TKI 是目前晚
期 /转移性疾病一线治疗的护理标准。与一线铂化疗相比，第一代 EGFR TKI（包括
吉非替尼和厄洛替尼）以及第二代 EGFR TKI（如阿法替尼或达可替尼）显示出明显
的统计学优势，患者的无进展生存期 (PFS) 更长。26-30在一项 2 期试验中，与吉非替
尼相比，使用阿法替尼的患者有更长的 PFS，但总生存期 (OS) 率没有差异。31,32同样，
在一项 3 期试验中，与吉非替尼相比，另一种第二代 EGFR TKI 达可替尼 明显改善
了 PFS，但 OS 没有明显改善（p 值需要达到 0.025，而实际 p 值达到了 0.04）。然而，
与阿法替尼试验相反，达可替尼试验中不允许有脑转移瘤患者。33-35此外，与吉非

表 7-1. EGFR 突变检测方法

技术 分析灵敏度 诊断灵敏度
变异体的精
确注释 

报告的等位
基因频率

输入 
DNA 成本

检测周转时
间

PCR 和直接测序 最低 优秀 是 否 高 最低 3-4 天

PCR 和
焦磷酸测序

可变的 中等 有时 否 高 低 3-4 天

实时 PCR 高 中等 有时 否 低 低 几小时至 1-2 
个工作日

数字 PCR 最高 低 是 否 最低 低 几小时至 1-2 
个工作日

基于扩增子的靶
向 NGS

可变的（高） 可变的（高） 是 是 低 中等 1-2 至 10 个
工作日

杂交捕获的靶向 
NGS

可变的（高） 可变的（高） 是 是 高 中等 15-20 天

全外显子 NGS 可变的 优秀 是 是 高 高 数周

全基因组 NGS 可变的 优秀 是 是 高 最高 数周

缩略词：NGS = 下一代测序；PCR = 聚合酶链反应。
改编自 Pao 等 14；Pennell 等。15
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替尼相比，尽管第二代 EGFR TKI 的效果更好，但其相关毒性发生率更高，包括皮
疹和腹泻。31,33

奥西替尼是第三代 EGFR TKI，最初是针对在 1 期 AURA 和 3 期 AURA3 研究中第
一代或第二代 EGFR TKI 失败后出现获得性耐药性 T790M 突变的患者而研发的。36-38

奥西替尼在 AURA 研究中的初治患者队列中展现出了令人鼓舞的疗效，39因此 
FLAURA 研究也对其在一线治疗中的使用情况进行了评估。在这项研究中，患有晚
期 /转移性 EGFR 19 号外显子缺失和 21 号外显子 L858R 点突变的初治患者被随机分
配至奥西替尼组、厄洛替尼或吉非替尼组。研究表明，奥西替尼显著改善了主要终
点 PFS，并且后续的 OS 分析也展示了奥西替尼的优势。40,41此外，与第一代 EGFR 
TKI 相比，奥西替尼改善了中枢神经系统 (CNS) 活性。42目前，奥西替尼是晚期 /
转移性疾病一线治疗的首选治疗方案。然而，在 EGFR 突变晚期 NSCLC 患者的一线
治疗中，第三代 EGFR TKI 阿美替尼 43、伏美替尼 44和拉泽替尼 45的 PFS 率比吉非
替尼更长。此外，在一线治疗中，MARIPOSA 试验 (NCT04487080) 对拉泽替尼联合
埃万妥单抗（一种 EGFR-MET 双特异性单克隆抗体）组合进行了评估；FLAURA2 
试验 (NCT04035486) 评估了在奥西替尼基础上加入铂化疗的益处；ECOG-ACRIN 
5182 3 期研究 (NCT04181060) 则评估了奥西替尼联合或不联合贝伐珠单抗疗法。近
期，一项辅助临床试验显示，与安慰剂相比，奥西替尼在手术切除的 IB 至 IIIA 期 
EGFR 突变阳性 NSCLC 患者中，明显改善了患者的无病生存期。46

2.罕见（或非典型）突变
罕见或非典型突变包括除 19 号外显子缺失、L858R 和 T790M 突变之外的所有突变。
最常见的有 18 号外显子 G719X 突变（占所有 EGFR 突变的 0.9%-4.8%）、21 号外显
子 L861X 突变（占所有 EGFR 突变的 0.5%-3.5%）和 20 号外显子 S768I 突变（占所
有 EGFR 突变的 0.5%-2.5%）。47这些突变非常罕见，并且未包含在一些较为有限的
检测组合中，因此可能需要通过 NGS 来识别它们；寻找这些罕见突变非常重要，因
为它们可能对 EGFR TKI 很敏感。这些非典型 EGFR 突变对吉非替尼或厄洛替尼有
临床反应；然而，其总缓解率 (ORR) 和 PFS 率要低于常见 EGFR 突变。48,49阿法替
尼对 G719X、L861Q 和 S7681 突变具有活性，并已获得 FDA 批准。50,51在一项单臂 
2 期研究 52以及一项现实生活回顾性研究 53中，奥西替尼对罕见突变也显示出具有
临床意义的活性。

EGFR 中不太常见但具有临床意义的改变包括激酶结构域复制 (KDD) 和致癌 
EGFR 融合。EGFR-KDD 患者对 EGFR TKI 具有临床反应，缓解持续时间各异。54-56 
KDD 是在 ERBB 家族成员中发现的一种罕见激活基因组改变。EGFR-KDD 则是由 
EGFR TKD（18-25 号外显子）串联框内复制引起的。此类突变发生在 NSCLC 病例
中的比例高达 1.4%，并且在其他实体肿瘤中也有发现，最常见的是神经胶质瘤和胃
肠道 (GI) 恶性肿瘤。EGFR-KDD 会产生一种蛋白质，可以在无需 EGF 配体结合的
情况下形成组成性活性分子内 TKD 二聚体。57致癌 EGFR 融合是另一种罕见的驱动
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改变，在 NSCLC 病例中所占比例为 0.5% 至 0.13%。这些病例所报告的 EGFR 融合
配对有所不同，其中最常见的是 EGFR-RAD51 融合。58这些融合能够驱动二聚体化
和致癌信号传导，并可能影响 EGFR 蛋白降解。59几个病例系列已证明 EGFR TKI 
疗法对激活 EGFR 融合具有活性。59,60

历史证明，EGFR 扩增和过表达已成为 EGFR 靶向治疗反应的生物标志物。虽然 
EGFR 过表达未能作为 EGFR TKI 疗法活性的可靠生物标志物，61在 EGFR TKI 疗法
获得性耐药性 (AR) 时获取 EGFR 扩增或过表达，以管理经典可操作的 EGFR 驱动突
变，仍然是一个备受关注的临床研究领域。62,63

3. EGFR 20 号外显子插入
EGFR 20 号外显子插入是非典型突变中最常见的一种（占所有 EGFR 突变的 
0.8%-4.2%）。12,13,47从生物学和临床的角度来看，它们现在是可操作的，但非常具有
异质性，因此需要通过 NGS 来检测 20 号外显子插入的完整范围，并提供变异体的精
确注释。21 EGFR 20 号外显子插入患者对传统的 EGFR TKI 反应不佳，FQEA 亚型除外。
50,64波齐替尼是一种不可逆的 EGFR TKI，对 EGFR 20 号外显子插入患者显示出临床
活性，但其毒性发生率较高（如皮疹和腹泻），会导致频繁的剂量中断和减少，进而
致使 PFS 持续时间相对较短。65,66最近，在铂类难治性 NSCLC 中，一种新型 EGFR 
TKI 莫博替尼 67和埃万妥单抗 68与历史对照相比，可改善 ORR 和 PFS 率。因此，
FDA 已加速批准莫博替尼和埃万妥单抗用于治疗患有转移性 NSCLC 和 EGFR 20 号外
显子插入突变、在铂化疗期间或之后出现疾病进展的患者。舒沃替尼、CLN081 和伏
美替尼等其他药物也正在该人群中进行试验，初步取得了可喜的成果。69-71

4.复合突变
复合突变也被称为双重突变、复杂突变或多发突变，因为根据定义，这些突变是
同一样本中的多个非依赖性 EGFR 突变，占所有 EGFR 突变的 4% 至 26%。复合突
变包括以下任何组合类型：常见突变和常见突变 (10%-20%)、常见突变和罕见突变 
(30%-50%)、2 个罕见突变 (25%-40%)，还存在常见或罕见突变和从新开始的 T790M 
突变这一情况 (10%-50%)。72

5.耐药性突变
在最初接受第一代和第二代 EGFR TKI 治疗的 EGFR 突变肺癌患者中，50% 至 60% 
的病例可能会发生 20 号外显子的 AR EGFR T790M 突变，致使患者在这种情况下对
奥西替尼疗效敏感。37

对于那些最初在一线接受奥西替尼治疗的患者而言，奥西替尼的 AR 机制异质且
复杂。73该机制可分为 3 个主要类别（图 7-2）：靶点耐药 (10%-20%)、通过激活旁路
致癌通路产生的非靶点耐药 (30%-60%) 和组织学转化 (5%-15%)。这些机制的表征可
能会为后续治疗的选择或将患者纳入临床试验提供可操作性见解。因此，建议在疾病
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进展时重新活检（液体活检或组织活检，或两者均进行）。21值得注意的是，液体活
检不会捕获组织学转化这种 AR 机制。然而，在多达一半的患者中，奥西替尼的 AR 
机制仍然未知，这可能与次优 TKI 血浆浓度有关。74在最近的一项前瞻性 2 期队列
（ELIOS 研究）中，只有 39% 的患者在奥西替尼治疗进展时进行了配对组织活检。在
该研究中，15% 的病例报告了靶点耐药，17% 的病例发生了旁路机制。这些数据凸显
了取得进展后组织活检所面临的挑战，强调了对更全面的无创检测方法的需求。75

奥西替尼治疗靶点耐药
奥西替尼通过不可逆地结合 20 号外显子 C797 残基来选择性阻断突变 EGFR。该位
点的突变是最常见的 AR EGFR 依赖性机制，通常是丝氨酸的替代物导致了 C797S 突
变。临床环境中 C797X 的发生率因奥西替尼的治疗线而异（一线治疗为 7%，二线
治疗为 15%-22%）。76-78在二线治疗中，为克服 T790M 阳性和顺式获得性 C797X 突
变的奥西替尼耐药 NSCLC 病例（等位基因相同，占此类病例的 66%），研究人员已
研发了第四代 EGFR TKI，如 EAI045、JBJ-04-1252、BBT-176 和 BLU-945，并报告
了临床前活性。79-81在 1 期 SYMPHONY 研究 (NCT04862780) 中，BLU-945 联合奥
西替尼在 11 名 EGFR/T790M/C797S 阳性奥西替尼耐药 NSCLC 患者中报告了剂量
依赖性临床活性。同样，在获得性 C797X 突变和反式  T790M 突变（不同等位基因，
占此类病例的 34%）患者的二线治疗中，临床前数据和一些病例报告支持第一代或
第二代 EGFR TKI联合奥西替尼的组合疗法。73,82最后，在奥西替尼失败后，在没
有 T790M 突变共存的 C797X 突变肿瘤一线治疗中使用第一代或第二代 EGFR TKI 
可能是一种治疗方案。73在这种情况下，临床前模型表明 OBX02-011 和 BLU-701 可
能是一种有前景的新型 EGFR TKI，可克服 NSCLC 中 C797S 介导的耐药性。83事实
上，据报道，BLU-701 是一种可以渗透入脑的药物 (Kpuu > 0.9)。83然而，上述所有
策略的临床证据仍然有限，包含或不含免疫检查点抑制剂和贝伐珠单抗的铂化疗是

图 7-2.奥西替尼获得性耐药性机制
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标准的二线治疗方案。83,84然而，在 CheckMate 722 试验的结果公布后，化疗加免
疫疗法在这种情况下的作用仍然存在争议，因为与单独化疗相比，该试验并没有报
告采用这种策略所达到的 PFS 和 OS。86近期，抗体药物偶联 (ADC) 药物，例如抗 
HER3 patritumab deruxtecxan87 和抗滋养层细胞表面抗原 2 (TROP2) datopotamab 
deruxtecan，88证明了包含已知和未知 EGFR TKI 耐药机制的临床活性，表明当生物
标志物驱动的方法不可行或缺乏特定 AR 机制的情况下，这些药物可作为潜在的诊断
性治疗策略。

非靶点耐药性
MET 扩增是最常见的奥西替尼 AR 非靶点耐药机制（一线和二线奥西替尼分别为 
15% 和 20%，均是在液体活检中检测到的，而这种检测方法可能会低估真实的发生
率）。76,77值得注意是，不同的诊断工具和不同临床试验中使用的 MET 扩增定义不
一致，这导致临床实践中对 MET 抑制剂的使用有些混乱。目前，使用最广的 MET 
扩增定义是存在 5 个及以上 MET 基因拷贝数或 MET/CEP7 比率达到 2 及以上。89 
MET 扩增耐药会触发 ERBB3 的 EGFR 非依赖性磷酸化和下游 PI3K/AKT 通路激活，
即使存在 EGFR 抑制剂，也能提供旁路途径。90

传统上，临床上已经通过在 EGFR TKI 中添加 MET TKI 来解决这种 AR 机制，
并且该组合疗法的疗效已在多项 1 期和 2 期临床试验 91-94以及最近的 INSIGHT2 和 
SAVANNAH 试验中得到证实。95,96事实上，初步数据表明，与标准化疗相比，这
种个性化策略改善了结果 89；然而，这一点必须在正在进行的随机 3 期临床试验
中得到证实：包括 GEOMETRY-E (NCT04816214)、SAFFRON (NCT05261399) 和 
MARIPOSA-2 (NCT04988295)。同样，埃万妥单抗联合拉泽替尼疗法也报告了奥西
替尼复发 NSCLC 的临床活性。不管患者之前接受过何种化疗，该疗法的益处都是
相似的，并且在 EGFR/MET 耐药患者中均出现反应，无论他们是否已确定存在耐
药性。但对于免疫组织化学 (IHC) 评分呈阳性（EGFR + MET 评分 ≥ 400）的患者，
该疗法的结果令人非常感兴趣。63,97最后，对于奥西替尼复发 NSCLC，奥西替尼
和 telisotuzuamb（一种 ADC 抗 MET）联合用药在 MET 过表达肿瘤（3+ 强度下 ≥ 
25% 的肿瘤细胞）中显示出活性。98尽管 MET 表达是一种简单的生物标志物，但不
同肿瘤区域之间通过 IHC 进行的患者分类可能存在高达 40% 的差异。99

根据已确定的耐药模式，研究人员也已通过其他旁路耐药机制对奥西替尼与特
定 TKI 的疗效进行了探索，例如 RET 融合 100,101和 BRAF V600E 突变 102,103，尽管
相关证据仍然有限。ORCHARD 试验 (NCT03944772) 前瞻性地评估了与奥西替尼
不同组合方法一同使用时，生物标志物驱动策略在进展中的作用。值得注意的是，
patritumab deruxtecxan87 报告了各种 EGFR TKI AR 机制（包括旁路机制）的功效。
最后，针对 T790M 阴性肿瘤的其他潜在诊断性治疗方案是奥西替尼联合耐昔妥珠单
抗（一种抗 EGFR 单克隆抗体）104或司美替尼（MAPK 激酶 /细胞外信号调节激酶 
[MEK/ERK] 抑制剂）的组合疗法。105
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组织学转化
AR 的组织学转化机制与不良临床结果相关。存在基线 TP53 或 Rb 突变和超突变 
APOBEC 特征的肿瘤，以及获得性 TERT 扩增的肿瘤，其小细胞肺癌 (SCLC) 的转
化风险更高。106,107,108SCLC 转化肿瘤保留 EGFR 突变，109这表明这些不是非依赖
性新发癌症。尽管铂依托泊苷化疗是标准治疗方法，但其疗效有限。110据报道，无
论是在几线治疗，奥西替尼复发肿瘤发生鳞状细胞癌转化的比例为 15%。62发生鳞
状转化的肿瘤表现出相当大的基因组复杂性，目前尚不清楚联合或不联合免疫检查
点抑制剂的化疗是否应为最佳治疗方法。

液体活检的作用
在日常实践中，由于进展性疾病的位置或大小不同，并非所有开始使用第一代、第
二代或第三代 EGFR TKI 治疗的患者都适合在进展期进行新的组织活检，因为组织
活检可能会导致治疗启动延迟。此外，肿瘤异质性是一个众所周知的问题，该问题
导致转移部位的单一组织活检无法代表肿瘤进展期整个基因组的现状。111-113因此，
液体活检已被确立为适用于基线期以及 AR 期的良好基因组分析工具。目前，大多数
一线奥西替尼的 AR 机制都是基于液体活检评估进行报告的。76（另见第 4 章。）
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8间变性淋巴瘤激酶
Wendy A. Cooper、Malinda Itchins 和 Yasushi Yatabe

ALK 基因结构和功能
间变性淋巴瘤激酶  (ALK) 基因位于染色体 2 (2p23) 的短臂上，编码一个属于胰岛素
受体超家族的受体酪氨酸激酶。1,2它编码一个 1620 氨基酸蛋白，该蛋白可形成一个
单链跨膜受体，包含胞外配体结合结构域、跨膜区和胞内激酶催化结构域（图 8-1）。1,2

该蛋白与白细胞酪氨酸激酶胞内结构域以及 c-ROS 和胰岛素样生长因子 1 受体激酶
具有高度同源性。1,2结合配体后，ALK 受体会发生同源二聚化、激酶结构域中的酪
氨酸磷酸化，并随后激活多个下游信号通路，包括磷脂酰肌醇 3-激酶 (PI3K)/Akt、
PI3K/磷脂酶 Cγ、Janus 激酶 /信号转导和转录激活因子 (JAK/STAT) 以及 RAS/丝
裂原活化蛋白激酶 (MAPK)，在细胞生长、分化和存活中发挥作用。3-5目前，研究
人员已提出将多效生长因子和中期因子作为 ALK 的生理配体，尽管还存在一些不确
定因素，无法证实这些发现。4-8通过 ALK 的哺乳动物信号传导会参与神经系统的发
育和细胞存活。1,2,9蛋白质的表达发生在神经系统发育过程中，并在出生后减少，但
在成人的某些神经中可见。1,2,9

改变的类型及其在肿瘤形成中的作用
与其他受体酪氨酸激酶一样，ALK 的致癌潜力是由激活基因变异引起的，包括重
排、突变或扩增。它最初是在间变性大细胞淋巴瘤中描述的，并被发现与核磷蛋白 
(NPM1::ALK) 形成致癌融合基因，而这是由染色体 2 和 5 (2;5)(p23;q35) 之间的易位
引起的。1,2随后，致癌激活易位在多种恶性肿瘤中描述，包括非小细胞肺癌 (NSCLC)、
炎性肌纤维母细胞瘤，并较少描述于黑色素瘤、间皮瘤和多种癌中，包括结直肠癌
和乳腺癌。4,10,11
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在肺腺癌的一个亚群中，可能会发生 ALK 相关的致癌易位，最常见的原因是染
色体 2 的小倒位融合 ALK 3' 端，其中包含细胞质激酶结构域（20-29 号外显子）和
棘皮动物微管相关蛋白样 4 (EML4) 的 N 端末端，编码对微管形成至关重要的 
120 kDa 蛋白 (Inv[2] [p21;p23])。12-14迄今为止，至少已有 13 个 EML4::ALK 融合变
体被描述，所有这些都包含编码胞内酪氨酸激酶结构域 (TKD) 的 ALK 的相同部分，
以及包含卷曲螺旋结构域的EML4 的不同长度（表 8-1）。13,15-19

表 8-1.最常见的 EML4::ALK 变体融合
变体 EML4::ALK 融合类型 频率 (%)

1 E13;A20 55

2 E20;A20 10

3a/b E6a/b;A20 30

4 E14;ins11del49A20 3

5a/b E2:A20 (5a), E2ins117A20 (5b) 1

6 E3;ins69A20 1

7 E14;del12A20 <1

8a/b E17;ins30A20 (8a), E17ins30;ins65A20 (8b) <1

改编自 Choi 等和 Li 等。18,19

图 8-1.配体与细胞外结构域结合后的生理 ALK 信号传导（左）和无配体结合的组成性 EML4-ALK 信
号传导（右）。缩略词：JAK = Janus 激酶； 
MAPK = 丝裂原活化蛋白激酶；PI3K = 磷脂酰肌醇 3-激酶；PLCγ = 磷脂酶 C-γ ；STAT = 信号转导和
转录激活因子；TKD = 酪氨酸激酶结构域。
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在 NSCLC 中，约 95% 的 ALK 融合配对为EML4。迄今为止，除 EML4 外，还
已识别出至少 90 种不同的新配对。由于下一代测序 (NGS) 的使用日益广泛，新配对
的识别速度也随之加快。12融合配对最常位于染色体 2 的短臂上，但也可能位于其
他染色体上，包括KIF5B、TFG、KLC1、PTPN3、HIP1、STRN、TPR、DCTN1、
SQSTM1、NPM1、BCL11A 和 BIRC6。10-12,15,20致癌融合基因编码异常癌蛋白，由
于大部分具有组成性激酶活性，导致其致癌特性，包括不受控制的增殖和存活。3,15

异常融合基因通常会导致 ALK 蛋白过表达。在包括 NSCLC 在内的多种肿瘤中也描
述了 ALK 基因拷贝数增加。10 除了文献中的罕见病例报告外，ALK 易位与其他致癌
改变是相互排斥的。在 ALK 酪氨酸激酶抑制剂 (ALKi) 治疗后的 NSCLC 中，可能会
发生继发性获得性点突变，这也是一种获得性耐药机制。10

流行病学、临床和组织学特征
ALK 重排肺腺癌占肺腺癌的 4% 至 5%，亚洲和非亚洲人群的发病率相似。13,21 ALK 
融合更常见于从不吸烟者或轻度吸烟者，其发病率为 12%，但与 EGFR 突变相比，
它们在女性中的发病率不太高。22 ALK 重排肺癌患者的中位年龄比其他 NSCLC 患
者年轻约 10 岁，并且晚期疾病患者的比例更高。21肺癌中的 ALK 重排与腺癌组
织学密切相关，特别是与腺泡型和 /或实体生长模式，或与印戒细胞癌的细胞特征
密切相关。21

检测策略
免疫组织化学 (IHC)、荧光原位杂交 (FISH)、
逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 或 NGS 检测
可用于识别 ALK 重排 NSCLC。

荧光原位杂交
FISH 是第一个用于检测 NSCLC 中 ALK 融合
的伴随式诊断检测。无论融合配对如何，均采
用分离探针而不是双融合信号探针来检测重排
（图 8-2）。在最常见的 EML4::ALK 融合中，由
于染色体 2 上的小倒位，经常可以在附近观察
到分裂的 FISH 信号。在 FISH 检测中，阳性
细胞由分离信号来定义。分离信号至少为最大
信号直径的两倍，或至少 15% 的细胞丢失 5' 
信号，计数至少为 50 个细胞（图 8-3），即定
义为阳性。 图 8-2. ALK 荧光原位杂交 (FISH) 分离探针设计

示意图，其中橙色标记探针与 ALK 3' 端结合，
绿色标记探针与 ALK 5' 端结合，每个探针均位
于断点两侧。
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免疫组织化学
使用高灵敏度克隆（例如 D5F3 或 5A4）的 ALK IHC 可以用作 NSCLC 中功能性 
ALK 重排的一种可靠替代物（图 8-4）。23早期研究发现，融合 ALK 蛋白的表达在 
NSCLC 中低于在淋巴瘤中的表达，而 NSCLC 中的 ALK IHC 需要使用涉及更灵敏检
测方法的高亲和力克隆。ALK IHC 检测现已成为一种临床标准工具，商业 IHC 检测
（例如 Ventana ALK D5F3）已在一些国家被批准作为选择抗 ALK 抑制剂阿来替尼的
配套诊断。解释 ALK IHC 时可能存在一些陷阱，包括由于细胞质胞内粘蛋白导致的
假阴性解释，以及尽管缺乏 ALK 融合但某些神经内分泌癌中的阳性染色。24虽然使
用适当克隆的 ALK IHC 对 ALK 重排高度敏感，但有大量报告显示 FISH 和 IHC 之
间不一致的结果，并且有一些数据表明 ALK IHC 阳性 /FISH 阴性病例对治疗的反应
较差，即使在 NGS 证实的融合事件背景下也是如此。25,26这种差异的基础和对临床
结果明显不利的影响尚不清楚。

(C)(B)(A)

图 8-3.使用分离探针的 ALK 荧光原位杂交 (FISH)。(A) 两个融合信号表明细胞未发生 ALK 重排。
(B) 一对正常的融合信号和分离的红色 3' 和绿色 5' 信号表明细胞发生 ALK 重排，无论融合配对如何。
(C) 一对正常的融合信号和带有 ALK 激酶结构域的单个红色 3' 信号也表明细胞对 ALK 重排呈阳性。

(A) (B)

图 8-4. (A) ALK 阳性腺癌，具有筛型结构和一些印戒细胞。(B) ALK（D5F3 克隆）的免疫组织化学显示
细胞质染色呈阳性，很可能表明发生 ALK 重排。
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逆转录聚合酶链反应
最初不建议将 RT-PCR 用于 ALK 融合的常规临床识别，因为从福尔马林固定石蜡包
埋 (FFPE) 组织中难以获得高质量 RNA，并且由于存在多种融合模式 /配对基因，会
导致出现假阴性的风险。27然而，在使用标准化预分析方法和改进的提取技术处理
的常规 FFPE 样本中，RNA 可能会得到相对较好的保存，并且几种使用熔解曲线的 
RT-PCR 检测现已上市。RT-PCR 的主要局限性在于其无法识别未包含在检测设计中
的新型融合。此外，基于 RNA 的 NGS 检测具有更高的临床灵敏度，也证实了使用 
FFPE 衍生的 RNA 可以可靠地检测 ALK 融合。

下一代测序检测
NGS 可使用 FFPE 的 DNA 或 RNA 分析检测来检测 ALK 融合，并能够检测已知变
异（基于扩增子的检测）或已知和未知的融合变异。NGS 检测的优点是可以识别融
合配对 /变异体，并且能够同时检测除 ALK 之外的其他基因的改变。NGS 检测在识
别 ALK 重排 NSCLC 方面的局限性包括：

• 需要相对大量的组织：鉴于核酸要求相对较高，小活检或少量细胞学样本可
能不适合进行杂交捕获的 NGS 检测。基于扩增子的热点组合和锚定多重 PCR 
(AMP)/NGS 具有 DNA/RNA 要求较低的优势。AMP/NGS 是靶向 NGS 的一
种形式，无需事先了解融合配对即可检测致癌融合。

• 基于 DNA 的 NGS 检测中的假阴性：与 RNA 上的融合模式相比，DNA 中的
基因组断点更加多样化。因此，基于 DNA 的 NGS 检测可能会漏掉一些 ALK 
融合，并且可能需要通过 RNA 测序来识别。28

• 肿瘤细胞含量低的标本，其灵敏度欠佳：由于 NGS 基于相关的等位基因频
率，因此在肿瘤细胞比例较低的标本中检测融合可能比较困难，尽管这并不是 
ALK 评估所独有的问题。分子条形码和深度测序可帮助克服这一挑战。

临床意义
ALK 重排 NSCLC 对 ALKi 疗法极其敏感。2014 年，具有里程碑意义的 3 期临床试
验证据首次支持 ALKi 克唑替尼作为优于含铂双药化疗的护理标准，具有显著的无进
展生存期 (PFS) 和耐受性优势，随后又证实其总生存期 (OS) 也优于含铂双药化疗，
在使用一线克唑替尼治疗的患者中，有 57% 的患者可存活 4 年。29,30

随着经验更加丰富，据报告，70% 接受克唑替尼治疗的患者出现了中枢神经系统 
(CNS) 进展 31；本质上，ALK 重排 NSCLC 具有转移至大脑的倾向，大约 25% 的患
者在诊断时患有 CNS 疾病。29

因此，研发下一代 ALKi 疗法是为了让其首先在克唑替尼无法克服耐药机制时发
挥作用，具有高度的脑渗透性，并对 ALK 提供更大的“靶点”亲和力。32-37

随着克唑替尼治疗后的安全性和有效性得到证明，第二代 ALKi 疗法，包括色瑞
替尼、阿来替尼、布加替尼和恩沙替尼，迅速进入一线 3 期研究。所有试验均表现
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出优于其比较组（即在试验设计时将色瑞替尼和克唑替尼化疗仍然作为标护理标准）
的优势。38-41由于与替代的第二代 ALKi 疗法相比，色瑞替尼的中位生存期较低，且
耐受性较差，因此色瑞替尼在 ALK 经验性治疗范例中的地位已经有所削弱。不过，
阿来替尼、布加替尼和恩沙替尼的交叉试验比较得出了相当的 PFS，表明阿来替尼
和布加替尼对 CNS 的疗效要优于恩沙替尼。迄今为止，阿来替尼的中位 PFS 最长为 
35 个月（研究者评估值），并且具有成熟的第 3 期 OS 率数据，其中 63% 的患者可存
活 5 年，所有患者的中位 OS 率预计将超过 8 年。42

ALKi 疗法的毒性特征具有一些一致的类别效应和 ALKi 疗法特有的潜在不良反
应，在毒性不可接受的情况下，这可能会对临床中选择替代 ALKi 产生影响。
在已接受过 1 至多条先前 ALKi 治疗线的患者中，使用高活性和脑渗透性 ALKi 

洛拉替尼的第三代单臂 1 期和 2 期数据现已展示出了疗效。36,43洛拉替尼在常见突
变对前一代 ALKi 疗法产生耐药性的情况下有效。44洛拉替尼（对比克唑替尼）的一
线 3 期研究现已提供中期阳性数据，但尚未得到中位 PFS 数据；然而，具有里程碑
意义的数据表明，64% 的患者在 3 年内无进展，50% 的患者有基线 CNS 转移。这些
是迄今为止最引人注目的但并不成熟的一线生存数据。45,46

2022 年，第四代 ALKi 疗法已进入早期阶段研究，证明 ALK 复合耐药突变具有
临床前活性，包括对先前 ALKi 疗法具有泛耐药性的突变。47,48针对新型联合疗法的
前瞻性临床试验正在进行中，包括 ALKi 疗法联合另一种疗法（通常是靶向治疗），
研究该策略是否可以预防或克服耐药性的出现、提高生存率并保持耐受性。
目前还没有可以在常规临床实践中常规指导特定 ALKi 选择的其他分子生物标志

物。基线脑转移的存在或为了保护大脑的意图可能会帮助选择最佳的 ALKi 疗法。但
大多数人将依据药物可用性和有限的测序数据，根据经验来接受每次治疗。

耐药机制
尽管 ALKi 在晚期疾病中具有卓越的疗效和耐受性，但耐药性仍然不可避免。其背后
的机制可以部分解释为这些疗法具有比细胞毒性更大的细胞抑制特性，从而引起克
隆选择现象。
耐药机制首先是用克唑替尼描述的，大致分为原发性和获得性（继发性）耐药，

以及“获得性”到“ALK 依赖性”或“ALK 非依赖性”机制。49,50原发性耐药很少见，
可能是由假阳性基因分型或分子或组织学不同表型引起。在继发性耐药中，可能很
少发生小细胞、鳞状或神经内分泌等组织学转化，但这在对抗 ALK 更有效的新一代 
ALKi 疗法中可能更常见。51,52

ALK 依赖性机制通常涉及 ALK 耐药突变的出现，这种突变经常发生在 TKD 的
胞内药物结合口袋中。在使用第一代和第二代 ALKi 疗法治疗的患者中，有 25% 至 
50% 以上的病例已描述了这些情况，并且可能涉及在相同肿瘤细胞或不同肿瘤细
胞克隆中进化的一个或多个突变。53确定耐药机制时，需要利用广泛的分子基因
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测序组合进行组织和 /或液体活检，尽可能全面地捕获临床相关的非 ALK 基因和 
ALK 激酶结构域。
对于克唑替尼，最常见的 TKD 是门控开关 L1196M 突变，直接阻断药物结合，

而对于第二代 ALKi 疗法，最常见的是溶剂前沿 G1202R 突变，它通过空间位阻排斥
药物结合。44目前共描述了超过 50 种 ALK 耐药突变，临床前和临床数据也正在确
定在一系列新兴耐药突变存在的情况下，ALKi 疗法的敏感性。鉴于其独特的分子结
构和特性，这些突变在 ALKi 暴露之间通常有所不同。当发生多个 TKD 突变时，这
些突变更有可能对早期 ALKi 疗法产生耐药性；如果同时发生 G1202R 突变，也可能
对洛拉替尼产生耐药性。54

由于不同的癌蛋白稳定性和基因脆弱性，个体 ALK 融合变体可能会进一步增强 
ALKi 的持久功效，并产生独特的耐药性。有临床前和临床报告表明，特定的融合变
体可以预测 ALKi 的性能，其中最常见的 EML4::ALK 变体 1 表明第一代和第二代抑
制剂具有优异的 PFS；然而，与变体 1 相比，EML4::ALK 变体 3 与洛拉替尼展现出
了更为优越的结果。55-59有趣的是，所携带的变体也可能导致不同的耐药表现，变
体 3 具有更多 ALK 依赖性，而变体 1 具有更多的 ALK 非依赖性。57除了 ALK 耐药
突变之外，ALK 依赖性耐药的另一种机制可能是 ALK 基因拷贝数增加和 ALK 癌蛋
白表达增强；这些特征没有经过常规检测，也没有建立用于定义临床相关基因拷贝
或蛋白质水平增益的最佳技术和阈值。

ALK 非依赖性耐药机制（旁路通路介导机制的激活）可能单独发生，或更常
见的是，与 ALK 依赖性耐药变异同时发生。这一点可以在超过 50% 的接受下一代 
ALKi 治疗的患者中得到证实（图 8-5）。ALK 非依赖性耐药的频率随着接受的治疗
方案和新一代 ALKi 暴露的增加而增加。ALK 非依赖性耐药机制包括继发于 KRAS、
ERBB2、BRAF、EGFR、MET、MEK、KIT 等改变的异常通路激活。49,50,60-63ALK 
重排背景下的某些非 ALK 共突变预测对 ALKi 单一疗法的反应减弱，最确定的是 
TP53 突变。58在 ALK 非依赖性耐药的情况下，最佳治疗策略仍有待确定。临床前
数据和少数病例报告描述了有效的靶向联合疗法；然而，在实践中使用这些联合策
略可能会受到限制。63,65-67研究人员正在进行临床试验，探索适用于所有人的联合
治疗策略，而不是以生物标志物为依据的个性化方式。ClinicalTrials.gov 上列出的此
类试验包括使用血管内皮生长因子 (VEGF)、SHP2 或 MAPK 抑制剂进行 ALKi 疗法、
第二次 ALKi 疗法或联合化疗或放疗。
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9ROS 原癌基因 1
Sylvie Lantuejoul、Luis E. Raez、Yuchen Han 和 Sai-Hong Ou

基因结构和功能
ROS 原癌基因 1 (ROS1) 是一种受体酪氨酸激酶 (RTK)，属于胰岛素受体家族，在进
化上与 ALK 家族接近。ROS1 基因位于染色体 6（6q22.1 区域），编码具有独特特征
的跨膜受体蛋白。胞外 N 端结构域跨越 1 号至 32 号外显子，这使其成为所有人类 
RTK 家族中最大的胞外结构域之一。ROS1 的 C 端部分编码一个激酶结构域 (KD) 和
一个单跨膜 (TM) 结构域（图 9-1）。人们对野生型 ROS1 蛋白的生理作用知之甚少，
目前尚未在人体中发现其配体。1,2

改变的类型及其在肿瘤形成中的作用
致癌 ROS1 基因重排发生在 32、34、35 或 36 号外显子或 31 或 33 号内含子的 5' 端。3,4

与融合基因配体 N 端末端的胞浆内 KD 相比，ROS1 融合中不包括胞外螺旋 -螺旋结
构域。已确定的主要配对基因有 CD74 (38%-54%)、EZR (13%-24%)、SDC4 (9%-13%)、
SLC34A2 (5%-10%)、TPM3 (3%-15%) 和 FIG 或 GOPC (2%-3%)，迄今为止还报告
了多达 28 个其他配对，但各自占比不到 1%。5ROS1 融合蛋白是一种具有致癌特性
的激活激酶，可以通过磷酸化，激活不同的信号传导通路，例如雷帕霉素激酶 (mTOR) 

图 9-1.染色体 6 上 ROS1 基因示意图。缩略词：KD = 激酶结构域；TM = 跨膜。
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通路的磷脂酰肌醇 3-激酶 (PI3K)/AKT 机制靶点，参与细胞分化、增殖、生长和存
活。致癌 ROS1 融合可发生在非小细胞肺癌 (NSCLC) 以外的多种癌症中，包括胶质
母细胞瘤、胆管癌和炎性肌纤维母细胞瘤。在 NSCLC 中尚未报告激活 ROS1 基因突
变或扩增，并且伴随致癌共突变发生的 ROS1 重排极为罕见，主要以 EGFR 或 KRAS 
突变为代表。6

流行病学、临床和组织学特征
ROS1 融合在肺癌中非常罕见，频率范围为 0.9% 至 2.9%。这些融合在年轻患者、女
性和从不吸烟者中更为普遍。7,8它们通常在晚期甲状腺转录因子 1 (TTF1) 阳性腺癌
患者中诊断出来 1,9，并且很少见于鳞状细胞癌或大细胞癌。10ROS1 重排肿瘤通常具
有坚固的结构，且通常具有筛型特征、富含沙瘤体的基质和印戒肿瘤细胞。10患者
发生血栓栓塞性事件和弥散性血管内凝血的风险可能增加。11,12

检测策略
荧光原位杂交 (FISH) 是 ROS1 融合检测的黄金标准，大多数实验室使用双色分离
探针（例如 ROS1 双色分离探针 [CytoCell]、ZytoLight SPEC ROS1 双色分离探针 
[ZytoVision/Zytomed] 或 Vysis ROS1 分离 FISH 探针 [Abbott]）。其原理是用一种荧
光染料标记融合断点的 3'（着丝粒）部分，用另一种荧光染料标记 5'（端粒）部分。
两种 ROS1 重排模式被认为具有诊断意义。一种是经典的分离模式，具有 1 个融合
信号（原生 ROS1）和 2 个分离的 3ʹ 和 5ʹ 信号。另一种称为非典型模式，有孤立的 3'
（绿色）信号，带有 1 个融合信号（原生 ROS1），没有 5' 信号。2,13,14必须分析至少 

50 个肿瘤细胞（最好是 100 个），阳性阈值为阳性细胞占比 15％ 以上。5 到 25 个阳
性细胞计数代表信息不明确，需要由另一位观察者进行第二次分析。
由于 ROS1 重排比较罕见，而且 FISH 非常耗时且并非在所有病理实验室都能

实施，因此可将免疫组织化学 (IHC) 作为一种筛选技术。15现在有三种商业化的抗 
ROS1 抗体可供使用：克隆 D4D6 (Cell Signaling Technology)、用于临床研究；克隆 
SP384（罗氏组织诊断，原 Ventana）；和克隆 1A1 (Origene)。与 FISH 和下一代测
序 (NGS) 相比，它们都具有较高的灵敏度 (90%-100%)，但特异性较低，范围为 70% 
至 90%，且需要使用 FISH 或其他分子技术来确认 IHC 阳性肿瘤的 ROS1 重排。2强
烈建议使用阳性外部对照，例如 ROS1 重排肿瘤样本或细胞系，并参与外部质量控
制计划。虽然目前没有普遍接受的评分系统，但弥漫性强胞浆染色比斑片状染色更
能表明 ROS1 重排肿瘤。16虽然染色通常是细胞质、颗粒状的，但某些变体（CD74 
和 EZR）中报告了高尔基体或膜染色。14值得注意的是，正常 II 型肺细胞和巨噬细
胞以及三分之一的 EGFR、ALK、或 MET 驱动的 NSCLC13,17 经常被染色（图 9-2）。
需要确认 IHC 阳性肿瘤中的 ROS1 融合，这可以通过 FISH 或分子技术进行。后者
包括多重逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 和 NGS。15设计用于检测内含子区域重排
的混合 DNA-RNA NGS 或基于 RNA 的 NGS 受到了青睐。18有趣的是，全面的基因
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组分析技术现在能够检测任何高达 92% 的循环肿瘤 DNA (ctDNA) 样本中的融合以
及 13 种 ROS1 融合中的 10 种。19

临床意义：NSCLC 患者 ROS1 肿瘤的治疗
克唑替尼和恩曲替尼是美国食品药品监督管理局 (FDA) 和欧洲药品管理局 (EMA) 
批准用于治疗 ROS1 重排 NSCLC 的两种药物，20-23尽管已经研发出来了其他药物
（表 9-1）。

克唑替尼对 ALK 和 ROS1 重排肿瘤具有活性，并根据转移性 ROS1 重排 NSCLC 
的 PROFILE 1001 试验获得了批准，其总缓解率 (ORR) 为 72%，疾病控制率 (DCR) 
为 90%，中位缓解持续时间 (DOR) 为 24.7 个月，中位无进展生存期 (PFS) 和总生存
期 (OS) 分别为 19.3 个月和 51.4 个月。24 3 期 AcSé 试验发现 ORR 为 47.2%，中位 
PFS 和 OS 分别为 5.5 个月和 17.2 个月。25 EUCROSS 和 METROS 研究显示 ORR 分
别为 70% 和 65%，中位 PFS 为 20 个月和 22.8 个月。26,27最常见的 1 级和 2 级副作
用是视力障碍 (82%)、腹泻 (44%) 和恶心 (40%)。由于克唑替尼的中枢神经系统 (CNS) 
渗透性较低，高达 47% 的患者发生脑转移，而在 ROS1 重排 NSCLC 患者中，在诊
断时患有脑转移的患者比例高达 36%。9,28

色瑞替尼对 ALK 和 ROS1 重排肿瘤 29具有活性。在一项 2 期研究中，32 例 
ROS1 重排 NSCLC（大多数在一线 [1L] 治疗中）实现了 62% 的 ORR 和 9.3 个月的

(A)

(C)

(B)

(D)

图 9-2. (A) 具有 CD74::ROS1 融合的肺腺癌中的 ROS1 免疫组织化学 (IHC)（克隆 D4D6）；强烈且弥散的
胞浆染色。(B) 具有 21 号外显子 p.L858R EGFR 基因突变的肺腺癌中的 ROS1 IHC（克隆 D4D6）；没有染
色。(C) 具有 21 号外显子 p.L858R EGFR 基因突变的肺腺癌中的 ROS1 IHC（克隆 D4D6）；微弱和局灶性
的胞浆染色。(D) 具有 KIF5B::RET 融合的肺腺癌中的 ROS1 IHC（克隆 D4D6）；微弱和局灶性的胞浆染色。
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中位 PFS30；8 名脑转移患者的 ORR 为 63%。其毒性特征是可以接受的，3 级不良事
件发生率为 37%。
恩曲替尼可靶向 NSCLC 中的 ROS1、ALK 和 NTRK 融合。23 2 期研究 

STARTRK-2 证实了恩曲替尼对 172 名 ROS1 重排 NSCLC 患者的疗效，31,32其 ORR 
为 69%，中位 PFS 为 17.7 个月，中位 1 年 OS 为 81%。由于恩曲替尼具有 CNS 渗透性，
脑转移患者的 ORR 为 79.2%。最常见的不良事件是味觉障碍 (41.4%)、疲劳 (27.9%)、
眩晕 (25.4%) 和便秘 (23.7%)。
洛拉替尼具有抗 ALK 和 ROS1 活性，1L 患者的 ORR 为 62%，中位 PFS 为 21 个

月，脑部 ORR 为 64%。33-35在已接受克唑替尼治疗的患者中，ORR、中位 PFS 和
脑内 ORR 分别为 35%、8.5 个月和 50%。最常见的 3 级或 4 级不良事件分别发生在 
43% 和 6% 的患者中，包括高胆固醇血症 (65%)、高甘油三酯血症 (42%)、周围水肿 
(39%) 和周围神经病变 (35%)。
瑞波替尼可靶向 ROS1、NTRK 或 ALK，并具有 CNS 活性。临床前模型显示出

针对脑转移、初治肿瘤、色瑞替尼耐药肿瘤和 1G2032R 耐药突变肿瘤的抗肿瘤活
性。36临床 1 期和 2 期试验正在进行中。
恩沙替尼 (X-396) 是一种酪氨酸激酶抑制剂 (TKI)，已证实对 ALK 有效，37并且

一项 ROS1 阳性 NSCLC 的 2 期试验显示其疗效较差，ORR 为 27%，但四分之三的
患者具有 CNS 活性。38

表 9-1. ROS1 抑制剂（已批准和研发中）

TKI 阶段（临床研究） 患者数量 ORR (%) mPFS（月） mOS（月）

克唑替尼 1 和 2 (Pro�le 1001)
1 和 2 (AcSé)
2 (EUCROSS)
2 (METROS)

53
36
34
26

72
47
70
65

19
6

20
23

51
17
NR
NR

色瑞替尼 2 32 62 19 24

恩曲替尼 2 (STARTRK 1/2, ALKA 372) 172 69 18 NR

洛拉替尼 1 和 2 69 62a

35b
21
9

NA
NA

卡博替尼 2 6 33 NA NA

他雷替尼 2 40
21

90c

47d
NA
NA

NA
NA

瑞波替尼 2 55 86 30.9 NA

恩沙替尼 2 59 27 NA NA

TQ-B3101 2 111 78 15 NA

缩略词：mOS = 中位总生存期；mPFS = 中位无进展生存期；NA = 不适用；NR = 未报告；ORR = 总缓解率；TKI = 
酪氨酸激酶抑制剂。
a一线治疗。
b二线治疗及以上。
c克唑替尼初治。
d克唑替尼耐药。
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耐药机制
靶点耐药机制包括获得性 ROS1 突变，39-45其中最常见的是 G2032R，其次是 
D2033N，两者都是溶剂前沿突变。需要注意的是，L2086F 正在成为一种重要的
耐药突变，因为它对所有 I 型 ROS1 TKI（克唑替尼、洛拉替尼、他雷替尼）产生
耐药性。43-45其他较罕见的获得性耐药突变包括门控开关突变 L2026M、G2032K、
S1986F/Y、L2000V 和 F2004V。39-45

洛拉替尼对 K1991E 或 S1986F 耐药突变有效，但对 G2032R 突变的疗效有限 33,46，
尤其是在恩曲替尼失败后。47克唑替尼和洛拉替尼的序贯使用导致了 G2032R/
L2086F 复合突变，但幸运的是，卡博替尼有望克服这些复合突变，44,48它选择性
地靶向 MET、VEGFR2、RET、ROS1 和 AXL，具有良好的脑渗透性。尽管存在 
D2033N 或 G2032R 等耐药突变，但卡博替尼可用于克服对克唑替尼、色瑞替尼和恩
曲替尼的耐药性。30,49,50另一种 ROS1 抑制剂布加替尼已证明对多种克唑替尼耐药机
制具有抗肿瘤活性，51包括 L2026M 突变，但不针对 G2032R 突变。51-53他雷替尼是
一种 ROS1 和 NTRK 抑制剂，可靶向耐药 ROS1 重排 NSCLC，48具有针对 G2032R、
L1951R、S1986F 和 L2026M 突变的体外活性，但针对 D2033N 突变的活性较低。
非靶点耐药机制涉及 MET 扩增、KRAS 突变和小细胞肺转化。46,54,55最后，与

所有 RTK 融合阳性 NSCLC 一样，CNS 的进展始终是一种耐药机制。56在这种情况下，
应该选择 ROS1 TKI 作为治疗方案，其赋予 CNS 活性的同时克服 ROS1 重排 NSCLC 
中许多预测的获得性 ROS1 突变。
近期，2022年欧洲肺癌大会 (ELCC) 期间发布了靶向 ALK、ROS1 和 MET 的新

型小分子 RTK 抑制剂 TQ-B3101。根据数据显示，在 111 名 ROS1 重排 NSCLC 患者
中，TQ-B3101 可以实现 ORR 为 78.4%，DCR 为 87.4%。中位 PFS 为 15.6 个月，中
位 DOR 为 20.3。尚未得到 TQ-B3101 的中位 OS 数据，但其 12 个月和 24 个月 OS 
率分别为 98.1% 和 88.1%。尚未发布有关耐药性的数据。57
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10鼠类肉瘤病毒癌基因同源物 B
Paul Hofman、Anja C. Roden、Jin-Haeng Chung 和 David Planchard

基因结构、信号传导和功能
鼠类肉瘤病毒癌基因同源物 B (BRAF) 基因编码 BRAF 激酶，该激酶是 RAF 丝氨酸
/苏氨酸激酶家族的成员，是 RTK-RAS-RAF-MEK-ERK 生长因子信号通路（RAS/
MAPK 信号传导）的组成部分。1 BRAF 激酶是 EGFR 激活后胞内信号传导的重要步
骤。BRAF 是一种 95 kDa 丝氨酸 /苏氨酸激酶蛋白，编码于染色体 7 (7q) 的长臂上。
从全球范围内来看，BRAF 在调节细胞增殖、分裂和死亡方面发挥着核心作用。在正
常组织中，一旦信号移动到级联中的下一个点，BRAF 激酶通常会通过负反馈而表达
沉默。BRAF 突变导致 RAS-RAF-MEK-ERK 通路激活，致使细胞生长和增殖失控。

改变的类型及其在肿瘤形成中的作用
突变
在各种肿瘤和癌细胞系中已发现近 300 种不同的 BRAF 突变，包括黑色素瘤、结直
肠癌、甲状腺乳头状癌和非小细胞肺癌 (NSCLC)。大多数突变发生在密码子 V600 附
近的激活环中，或在残基 464-469 的磷酸结合环中。这些 BRAF 突变共分为 3 类 2，其类
别根据以下关键方面进行报告：(1) 激酶活性；(2) 二聚体化状态；以及 (3) RAS 依赖性。

I 类 BRAF 突变被认为是 RAS 非依赖性的，因为即使在单体状态下，它们也具有
高激酶活性。15 号外显子的密码子 600 点突变 (BRAF V600) 就属于此类，其导致缬
氨酸被其他氨基酸所取代，如谷氨酸 (V600E)、赖氨酸 (V600K)、天冬氨酸 (V600D)、
蛋氨酸 (V600M)、亮氨酸 (V600L) 和精氨酸 (V600R)。I 类突变体会促进丝裂原活化
蛋白激酶 (MAPK) 通路的组成性激活，导致 BRAF 激酶强烈激活。这些类型的突变
通常对 BRAF 和 MAPK 激酶 (MEK) 抑制剂高度敏感。
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II 类 BRAF 突变的特点是中间激酶活性，允许 RAS 不依赖，但需要同源二聚体
形成才能完全激活。II 类突变体，包括 K601、L597、G464 和 G469 突变，位于激活
片段或 P 环中，并以 RAS 非依赖性二聚体形式发出信号。

III 类 BRAF 突变的激酶活性受损，因此需要 RAS 激活和野生型 CRAF 异源二聚
体形成才能发挥全部功能。这些 III 类突变体出现在 P 环、催化环或 DFG 基序中，
并且会导致 BRAF 激酶活性受损。II 类和 III 类突变是非 V600 突变。NSCLC 中大约 
50% 的 BRAF 突变是非 V600 突变。

BRAF 突变 NSCLC 中的并发突变
高达 90% 的 BRAF 突变 NSCLC 患者可能会同时发现基因改变。TP53、STK11、KRAS、
NF1 和一些酪氨酸激酶受体是组织样本和细胞游离 DNA (cfDNA) 中最常见的共同改
变基因。SMAD4 和 PIK3CA 的改变与 BRAF V600E 相关，而 KEAP1、NF1、MET、
RICTOR、KRAS、MYC、STK11 和 TP53 的改变更常发生在非 V600E BRAF 突变中。

缺失
BRAF 缺失突变可发生在实体瘤中，也可能作为 BRAF 抑制剂和 MEK 抑制剂的
一种耐药机制。缺失突变发生在 BRAF 激酶结构域中的 αC 螺旋附近，通过抑制 
αC 螺旋的活性构象来增强激酶活性。

融合
在包括 NSCLC 在内的不同癌症类型中，至少发现了 18 种不同的 5ʹ 融合配对。
NSCLC 中最常见的融合配对是 AGK。BRAF 融合在 NSCLC 中的发生率低于 1%，
并且所有具有 BRAF 融合的 NSCLC 均为腺癌。3大多数 BRAF 融合模式在 BRAF 激
酶结构域中与断点同处框内。激活 BRAF 融合是通过截断 N 端 CR1 自抑制结构域而
发生的，这导致 BRAF 通路的组成性激活，类似于 II 类 BRAF 突变体。

扩增
对 MEK1/2 抑制剂 (MEKi) 的获得性耐药是通过 BRAF V600E 或 KRAS 扩增来恢复 
ERK1/2 信号传导而产生的。停药后，BRAF V600E 扩增和 MEKi 耐药可逆。具有 
BRAF V600E 扩增的细胞对 MEKi 成瘾，以维持 ERK1/2 信号传导的精确水平，该水
平是维持体内细胞增殖和存活以及肿瘤生长的最佳水平。BRAF V600E 扩增在停药
后产生选择性劣势，这验证了可通过间歇给药预防耐药性。

流行病学、临床和组织学特征
BRAF 突变存在于 8% 的人类癌症中，主要是毛细胞白血病 (100%)、黑色素瘤 (40%-50%)、
甲状腺癌（10%-70%，取决于组织学亚型）、结直肠癌 (10%) 和 NSCLC (3%-8%)。
有 3.7% 的男性 NSCLC 患者和 4% 的女性 NSCLC 患者检测到 BRAF 突变。4,5 

BRAF 突变与吸烟史相关，约 4.7% 的有吸烟史者或当前吸烟者以及 3% 的从不吸烟
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者检测到 BRAF 突变。腺癌是最常见的组织学模式，因为在约 4% 的腺癌和 0.6% 的
非腺癌中可检测到 BRAF 突变。4,5此外，在约 4% 的 I 期或 II 期疾病患者和 7.6% 的 
III 期或 IV 期癌症患者中检测到 BRAF 突变。BRAF V600E 突变占 NSCLC 中所有 
BRAF 突变的 54%，女性患者（71%，而男性 BRAF 突变病例为 38%）及 III 期或 IV 
期疾病患者的患病率较高（57%，而 I-II 期 BRAF 突变病例为 48%）。从全球范围来
看，BRAF 突变更多见于女性患者，但非 V600E 突变似乎在男性患者中发生的频率
更高。5大多数 BRAF 突变 NSCLC 患者目前吸烟或有既往吸烟史，但其患病率存在
差异：20% 至 30% 存在 V600E 突变的患者从不吸烟，但几乎所有存在非 V600E 改
变的患者都是重度吸烟者。5

BRAF 突变 NSCLC 有影响中枢神经系统的倾向。值得注意的是，与 II 类和 III 
类改变患者相比，I 类改变患者诊断时脑转移的发生率明显较低。BRAF 突变在 
NSCLC 中的预后意义尚不清楚。在早期阶段，与野生型突变患者相比，因 BRAF 
V600E 突变 NSCLC 切除的患者表现出较短的无病生存和总生存 (OS) 率，但在将所
有 BRAF 突变患者（包括 V600E 和非 V600E）与野生型人群进行比较时，并没有出
现这种差异。在发生转移的情况下，BRAF 突变肿瘤患者和野生型肿瘤患者之间的
无进展生存期和 OS 没有差异。但据报告，与非 V600E 突变肿瘤患者相比，BRAF 
V600E 突变肿瘤患者在铂化疗后的临床效果较差。

检测策略
免疫组织化学
用于突变 BRAF 蛋白免疫组织化学 (IHC) 的抗体是克隆 VE1（图 10-1）。6 IHC 的目
的是识别质变（即蛋白是否存在）。该检测的局限性在于它只能测试 BRAF V600E 突
变，而不能检测非 V600E 突变。7-9虽然数据有限，但 VE1 克隆有可能对 p.V600E 
突变腺癌的 90% 至 100% 进行染色。10目前，对于使用 BRAF p.V600E IHC 检测 
NSCLC，尚未达成标准建议或共识。

分子检测
BRAF 突变可通过 DNA 测序技术来识别，例如等位基因特异性聚合酶链反应 (PCR) 
或下一代测序 (NGS)。这两种方法在组织标本中具有相当的灵敏度、特异性和一致性；
然而，由于 NGS 能够同时识别多种致癌改变，因此被广泛认为是首选检测方法。

聚合酶链反应
最常用的检测是逆转录 (RT)-PCR。目前，Cobas 4800 BRAF V600 突变检测（罗氏
诊断）和 THxID-BRAF 试剂盒 (Biomérieux) 是美国食品药品监督管理局 (FDA) 批准
的伴随式诊断检测。其他实验室研发的检测也已用于检测 BRAF 突变状态，并且根
据当地的批准，通过其他方法进行的确认检测可能需要也可能不需要用于报销目的。
与基因测序方法相比，RT-PCR 的主要优点是周转时间更快、具有可重复性、特异性、
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敏感性，但成本更低。然而，其中一些方法仅针对位于 15 号外显子的 BRAF V600E 
突变。因此，它们可能无法检测 NSCLC 中也常见的 11 号外显子突变。

下一代测序
具有多种基因组合的 NGS 应被用于评估 11 号外显子和 15 号外显子中可能发生的 
BRAF V600E 突变和非 V600E 突变。11此外，随着更多新颖的罕见驱动基因的发现，
与单基因方法相比，对多基因检测的需求逐渐增加。NGS 的优点包括：

• 需要相对较少的肿瘤组织
• 可对多种生物标志物进行检测
• 包括用于临床试验登记的新兴生物标志物
• 可以检测与 BRAF 突变一起发生的共突变

一般来说，它也比序贯检测更经济。然而，由于数据量巨大，解读 NGS 报
告可能很复杂，而且 NGS 也并非普遍可用。NGS 的周转时间比 RT-PCR 和 
IHC 检测的周转时间长。

(A) (B)

(C) (D)

图 10-1.（A 和 B）实体腺癌（肺肿瘤切除术，x40）。(A) 苏木精和伊红 (H&E)。(B) 免疫过氧化物酶（抗 
BRAF V600E；VE1 克隆）。（C 和 D）浸润性粘液腺癌（支气管活检）。(C) H&E。(D) 免疫过氧化物酶（抗 
BRAF V600E；VE1 克隆）。
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使用液体活检进行 BRAF 检测
可以通过微滴式数字 PCR 或 RT-PCR 检测 cfDNA 中的 BRAF V600E 突变。12还可
以使用 NGS 在循环游离 DNA 中检测 BRAF V600E 和非 V600E 突变。目前没有相关
数据，未能说明在无法获得组织样本的情况下，cfDNA 是否可以作为识别 BRAF 突
变的替代分析物。使用 PCR 或 NGS 技术时，将血浆与福尔马林固定石蜡包埋的肿
瘤样本进行匹配，可达到 BRAF 突变的高一致性。13

临床意义
对 BRAF 突变 NSCLC 患者的治疗主要分为 2 种，一种是针对 BRAF V600 突变
病例，另一种针对 BRAF 非 V600 突变病例。目前批准的靶向药物是围绕 BRAF 
V600E 的结构专门设计的，同时在临床试验中继续探索针对 II/III 类 BRAF 非 
V600E 突变的新治疗策略。

靶向治疗
由于 BRAF 突变的识别和 MAPK 通路在 NSCLC 中的影响，研究人员研发了几种高
效的选择性腺苷三磷酸 (ATP) 竞争性 MAPK 抑制剂，专门用于结合 BRAF 活性构象
的 ATP 结合口袋，尤其是 BRAF V600E，包括维莫非尼或达拉非尼。14然而，尽管
它们具有有效的抗肿瘤活性，但最终会产生对 BRAF 抑制剂的耐药性，这主要是由下
游 MEK/REK 通路的重新激活导致的。添加 MEK1/2 抑制剂（例如曲美替尼）可显著
改善治疗结果（总缓解率 [ORR] 和中位无进展生存期 [mPFS] 分别为 33% 和 5.4 个月，
而达拉非尼或达拉非尼加曲美替尼分别为 68% 和 10.2 个月，用于既往接受过治疗的 
BRAF V600E 突变转移性 NSCLC 患者）。15,16迄今为止，FDA 和欧洲药品管理局 (EMA) 
已批准针对 BRAF V600E 突变 NSCLC 的双靶向治疗（达拉非尼和曲美替尼），这也
是美国国家综合癌症网络 (NCCN) 和欧洲肿瘤内科学会 (ESMO) 指南所推荐的。17-21

免疫治疗
关于免疫检查点抑制剂 (ICIs) 对 BRAF 突变人群益处的数据非常少。相关回顾性研
究的结果也普遍令人失望。国际 IMMUNOTARGET 研究显示 BRAF 突变疾病患者
的预后较差，ORR 为 24%，mPFS 为 3.1 个月。22在另一项回顾性研究中，I 类改变
肿瘤对 ICI 的 ORR 为 9%，II/III 类的为 26%，两组的中位治疗时间均为 1.9 个月。
23有必要进行前瞻性临床试验，以确定对这些患者而言，将 ICI 与 BRAF 靶向治疗
联合使用为最佳，或是不联合使用为最佳。23相关结果可强化靶向治疗在 BRAF 突
变 V600E NSCLC 患者中的强大地位。

化疗
该人群的化疗结果鲜为人知。目前没有明确的证据表明 BRAF 状态会影响接受化疗
患者的 PFS 或 OS。24
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耐药机制
与 NSCLC 的其他靶向治疗一样，对 BRAF 通路抑制剂的耐药性不可避免，从而
导致疾病进展。2,25,26目前，对 NSCLC 治疗中 BRAF 抑制剂的潜在耐药机制仍
知之甚少。通过 MAPK 通路重新激活细胞外信号调节激酶 (ERK) 信号传导是涉
及 BRAF 抑制剂继发性耐药的主要机制，该机制可能发生在 BRAF 激酶的上游
或下游。涉及的耐药机制还包括参与 MAPK 信号通路的其他基因二次突变，导
致 ERK 信号传导的 BRAF 非依赖性重新激活，例如 NRAS/KRAS 或 MEK1/2 突变
或 BRAF 剪接变体，以及增加 BRAF V600E 同源二聚体水平的基因扩增。BRAF 
基因的获得性突变很少被描述为一种耐药机制。旁路激活是靶向治疗继发性耐药
的主要原因。磷酸酯酶和张力蛋白同源物 (PTEN) 功能缺失改变可能导致 BRAF 
V600E 肿瘤对达拉非尼和曲美替尼联合疗法产生耐药性。
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11神经营养性酪氨酸受体激酶
Lukas Bubendorf、Alexander Drilon 和 Mari Mino-Kenudson

基因结构和功能
神经营养性原肌球蛋白受体激酶 (NTRK) 基因，即位于 1q21-22 的 NTRK1、位于 
9q22.1 的 NTRK2，以及位于 15q25 的 NTRK3，分别为 TRKA、TRKB、TRKC 的基因
编码。这些蛋白质属于受体酪氨酸激酶 (RTK) 家族。与其他 RTK 一样，TRK（以下
称为 TRKA、TRKB 和 TRKC）由胞外配体结合域、跨膜域和胞内激酶结构域。神经
营养素配体结合与 TRK 激活会产生受体同源二聚化和下游信号传导，包括丝裂原活
化蛋白激酶 (MAPK)、磷脂酰肌醇 3-激酶 (PI3K)，和 /或蛋白激酶 C (PKC) 通路。1,2 

TRK 受体参与中枢神经系统发育，包括细胞增殖、迁移、分化和凋亡。在成人组织中，
TRK 表达仅限于神经组织和睾丸。3

改变的类型及其在肿瘤形成中的作用
激活 NTRK 融合会导致 TRK 蛋白的组成型过表达，以及对 TRK 抑制剂的高度预测
反应。在这种致癌基因融合中，NTRK C 端酪氨酸激酶结构域与配对基因的 5ʹ 区域
融合，嵌合蛋白以不依赖配体的方式导致下游通路的组成型激活。致癌 NTRK 融合
会导致免疫组织化学 (IHC) 检测到的强 TRK 蛋白过表达。4,5迄今为止，已在各种肿
瘤类型中描述了 80 多种 NTRK 融合配对。具体配对因肿瘤类型而异。特别要注意的
是，ETV6‑NTRK3 普遍存在于 90% 的分泌性乳腺癌和唾液腺分泌性癌（以前称为乳
腺样分泌性癌）中，融合可作为其诊断和预测性标志物。在肺癌中，至少已识别了 
16 种 NTRK1、NTRK2 或 NTRK3 融合配对。2,4,6-9
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流行病学、临床和组织学特征
NTRK 融合极为罕见，仅在 0.1% 至 0.3% 的非小细胞肺癌 (NSCLC) 中发现过。10虽
然关于尽 3 种 NTRK 基因融合分布的数据仍然很少，但融合可能涉及 3 种基因中的
任何一个。NTRK1 和 NTRK3 的融合似乎比与 NTRK2 的融合更常见。4NTRK 融合会
在缺少典型驱动突变的癌症中富集。7,11虽然 NTRK 融合多见于肺腺癌中，但其也会
发生在鳞状细胞癌和神经内分泌癌等其他组织学中。12尽管 NTRK 融合还被认为与 
NSCLC 中其他新发驱动因素相互排斥，但可作为酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 疗法（例
如第三代 EGFR TKI）的耐药机制。13NTRK 融合主要发生在中年非吸烟者或从不吸
烟者身上，也可能发生在任何 NSCLC 患者身上。12

检测策略
检测 NTRK 基因融合有几种方法。每种技术都有优缺点，测定方法的选择取决于资源
和临床环境。14一般来说，在 NTRK 融合不常见的肿瘤（如 NSCLC）中进行 NTRK 
检测时，推荐采用全面的分子分析（使用适当的下一代测序 [NGS] 组合进行基于核
酸的测序）。14基于 RNA 的 NGS 比基于 DNA 的 NGS 更可取，因为后者无法覆盖
较大的 NTRK3 内含子区域，会导致敏感度降低。此外，由于基因融合过表达，低纯
度对于基于 RNA 的 NGS 不是问题。相反，不稳定的 RNA 质量可能是个问题，尤其
是陈旧的存档材料中的 RNA。还可以使用其他基于 RNA 的方法，例如组织切片上
的多重数字颜色编码条形码技术 (nCounter [NanoString])。15,16逆转录聚合酶链反应 
(RT-PCR) 主要用于检测富集此类改变的肿瘤类型中的典型 ETV6‑NTRK3 融合。17

荧光原位杂交 (FISH) 是一种成熟的检测基因融合的方法。对于 NTRK，需要对 
NTRK1、NTRK2、NTRK3 进行单独检测。FISH 主要用于高患病率情况下的验证性分
析（即用于极有可能含 NTRK 基因融合的肿瘤），但它不是用于 NSCLC 的首选。

IHC 检测到的 Pan-TRK 蛋白表达可以替代 NTRK 融合，因为野生型 TRK 在许
多非肿瘤组织中表达不高。市面上的 pan-TRK 克隆有 EPR17341 (Abcam) 和 A7H6R 
(Cell Signaling Technology)。还可以用 Ventana 体外诊断 (IVD) pan-TRK 检测（罗
氏组织诊断）。IHC 成本低、周转时间短，易于纳入诊断实验室的工作流程。此外，
IHC 仅需要组织切片或细胞学标本中有相对少量的肿瘤细胞。18IHC 检测的 TRK 表
达可以显示不同的强度和亚细胞定位（细胞质、细胞核或膜），这可能取决于 5ʹ 融合
基因配对。14IHC 可作为筛查低患病率肿瘤类型的有效工具，特别是当 NGS 不可用
或不是常规操作时（图 11-1）。
很少有关于 TRK IHC 染色方案、敏感度和特异性的研究发表。目前报告的 TRK 

IHC 对 NTRK1 或 NTRK2 融合的敏感度分别为 96% 和 100%，但对 NTRK3 融合的敏
感度只有 55% 到 79%。4,8虽然在一项研究中，TRK IHC 在 NSCLC 中的特异性为 
100% (24:24)，但其他研究报告称，大约 1.8% (11/617) 的病例在缺少 NTRK 融合的
情况下进行 TRK 染色，对应的阳性预测估值为 10%。15在缺少 NTRK 融合的情况下，
TRK 表达的发病率和严重性需要进一步研究。有意思的是，根据 cBioPortal，3% 至 4% 
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的 NSCLC 存在 NTRK1 基因扩增。19这种扩增是否可以解释 NSCLC 中的 TRK 表达
仍有待研究。值得注意的是，有报告称有 NTRK 扩增的食管癌对 TRK 抑制剂拉罗替
尼有部分反应。20

大多数研究都使用了比背景高出至少 1% 的肿瘤细胞染色作为临界值。5然而，
目前对于如何通过 IHC 最恰当地定义 TRK 阳性尚未达成共识。因此，通过 IHC 检
测到的任何表达都需要通过正交测试（最好是基于核酸）确认。4

图 11-2 列出了建议采用的非鳞状 NSCLC 诊断检测算法。本算法符合欧洲肿瘤内
科学会 (ESMO) 的建议 14和指南建议的致癌突变或重排等预测性改变的普遍分子检
测。在大多数晚期肺鳞状细胞癌中，普遍的分子检测尚未形成标准。然而，应根据
临床特征（年轻患者和从不吸烟者或轻度吸烟者）考虑包括 NTRK 在内的分子检测。

临床意义
TRK 抑制剂在 NTRK 融合阳性癌症患者中具有高度活性。许多患者的病情很快得
到缓解，病情得到持久控制。不管患者年龄或肿瘤类型如何，所有 NTRK 融合阳性
癌症中拉罗替尼的总缓解率 (ORR) 为 75%。22在 NTRK 融合阳性肺癌中，ORR 为 

(A) (B)

(C)

图 11-1.使用泛 pan-TRK 抗体 17341（Ventana [罗氏组织诊断 ]）的免疫组织化学 (IHC) 示例。(A) 经过
强胞浆 TRK 染色的肺腺癌骨转移。确认 CLIP1-NTRK1 融合（通过 Archer FusionPlex Custom kit 
[Diagnóstica Longwood] 进行的基于 RNA 的下一代测序 [NGS]）(B) 有明显膜 TRK 染色的肺腺癌。尽
管使用了一些方法（Archer 和 Oncomine [赛默飞世尔科技，ThermoFisher Scienti�c] 全面的基于 RNA 
的 NGS，以及针对 NTRK1、NTRK2 和 NTRK3 使用 3 个 FISH 探针的荧光原位杂交 [FISH]），但仍未确认 
NTRK 融合。(C) Pan-TRK IHC 阴性肺腺癌脑转移；相邻的神经元脑组织作为阳性内染色对照。
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83%，尚未达到缓解持续时间 (DOR) 和中位无进展生存期 (PFS)。中位总生存期约为 
41 个月。在 NTRK 融合阳性实体瘤患者中，TRK 和 TROS1 抑制剂恩曲替尼的 ORR 
为 57%。23在 NTRK 融合阳性肺癌患者中，ORR 为 69%，尚未达到 中位 DOR，中
位 PFS 是 15 个月，中位总生存期 (OS) 为 15 个月。
这些研究的重大意义是促使美国食品药品监督管理局 (FDA) 和欧洲药品管理局 

(EMA) 批准了第一代 TRK 抑制剂拉罗替尼和恩曲替尼，用于治疗不同年龄段的晚期 
NTRK 融合阳性实体瘤患者，无论其肿瘤组织学如何。事实上，目前全世界有多达 
40 个国家批准或授权使用 TRK 抑制剂治疗 NTRK 融合阳性癌症。

耐药机制
虽然对 TRK 抑制剂有快速且持久的缓解，但遗憾的是大多数患者都会产生耐药性。
已知的耐药机制不是中靶就是脱靶。中靶耐药机制涉及 NTRK1/2/3 突变，这些突变
会导致不同区域的氨基酸替换：溶剂前沿、门控开关或以 TRK 激酶结构域 3 个连续
氨基酸（天冬氨酸 [D]、苯基丙氨酸 [F] 和甘氨酸 [G]）为特征的 DFG 基序。24这种
中靶突变可以通过下一代 TRK 抑制剂（例如赛利替尼、瑞波替尼、他雷替尼）来靶向。
2脱靶机制与获得性 MAPK 通路突变或扩增有关，例如 KRAS G12D、BRAF V600E 或 
MEK 突变，或 MET 扩增。2,25,26有关 NSCLC 脱靶机制范围的数据仍有待说明，但
已通过概念验证说明联合靶向治疗（例如 TRK 抑制剂与针对旁路耐药性的第二种小
分子）在选定脱靶耐药患者中具有活性。26

图 11-2.肺腺癌或没有特别说明的 NSCLC NTRK 基因融合拟议诊断检测算法。根据当地的实践环境和
额外费用的报销范围，可以选用基于 DNA 和 RNA 的 NGS 双检作为序贯检测的替代方案。缩略词：
IHC = 免疫组织化学；NGS = 下一代测序；NSCLC, NOS = 没有特别说明的非小细胞肺癌。（改编自 
Koehne de González 等。21）
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12转染重排
Sanja Dacic、Jessica J. Lin 和 Mauro Papotti

基因结构和功能
染色体 10q11.21 上的转染重排 (RET) 基因最初是通过人类淋巴瘤 DNA 进行 NIH3T3 
成纤维细胞系转染测定而确认的。其产物是一种膜受体，由细胞外结构域（包含 4 
个钙粘蛋白重复、1 个钙结合位点和 1 个半胱氨酸富集位点）、跨膜结构域和胞内结
构域构成（图 12-1）。后者包含近膜部分、酪氨酸激酶，以及两个经选择性剪接产
生的 RET 尾部（RET‑9 和 Ret‑51），确定了两种蛋白质亚型。RET 配体包括与 GFRα
辅助受体结合的胶质细胞系源性神经营养因子 (GDNF) 家族，以及与 GDNF 家族 α 
样 (GFRAL) 辅助受体结合的 GDF15，与 RET 细胞外结构域形成三元复合物，触
发 RET 二聚化，以及酪氨酸磷酸化和活化。下游信号转导涉及 RAS/MAPK、PI3K/
AKT/mTOR 以及 JAK/STAT 通路。从生理学层面来说，RET 在肾脏和肠神经系统发
育中起重要作用。1,2

改变的类型及其在肿瘤形成中的作用
根据一项针对 4800 多种癌症的大型研究显示 3，存在 RET 基因突变、融合和扩增
的肿瘤比例分别为 39%、31% 和 25%。RET 生殖系突变引发遗传性疾病和肿瘤，
包括多发性内分泌肿瘤 (MEN) 2A 与 2B 型。体细胞的突变、融合等改变出现在恶
性肿瘤中。4

导致 RET 异常激活的 RET 功能增益突变多见于散发性或遗传性甲状腺髓样癌 
(MTC)，在其他癌症中少有发生。这些突变会影响家族性 MTC 和 MEN2A 病例中细
胞外结构域的半胱氨酸富集部分；在 MEN2B 以及散发病例中，会对酪氨酸激酶结
构域造成影响。
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图 12-1. (A) RET 致癌基因结构和配体 -受体相互作用。(B) 基因改变包括突变和不同配对的基因重
排。缩略词：CLD = 钙粘蛋白样结构域；CRD = 半胱氨酸富集区；EC = 胞外部分；GDNF = 胶质细胞
系源性神经营养因子；GFRα = GDNF 辅助受体 α1；IC = 胞内部分；JM = 近膜段；P = 磷酸化位点；
TKD = 酪氨酸激酶结构域；TM = 跨膜部分。（改编自 Ferrara et al 和 Radonic 等。1,5）
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RET 融合多见于染色体内重排，染色体间重排鲜有涉及，使得 3ʹ端 RET 激酶结
构域编码区与不同基因配对的 5ʹ 端区域融合 4，产生组成型激活嵌合融合癌蛋白。
除结直肠腺癌、唾液腺癌、卵巢腺癌等其他肿瘤外，RET 融合也在乳头状甲状腺癌
和非小细胞肺癌 (NSCLC) 中提及过。KIF5B (72%)、CCDC6 (23%)、NCOA4 (2%)、
EPHA5 (1%) 和 PICALM (1%) 是肺癌中最为常见的 RET 融合配对。6相比之下，
CCDC6 和 NCOA4 在乳头状甲状腺癌中是更为常见的上游配对基因。7-10

RET 扩增在胰腺癌和乳腺癌（以及其他癌症）中鲜有报道，即使 RET 未出现融
合的情况，也会有高但异质性的蛋白表达。11

流行病学、临床和组织学特征
已确认 1% 至 2% 的肺腺癌会发生 RET 融合。6RET 融合阳性肺癌患者趋于年轻化
（≤ 60 岁），性别分布相对平均。虽然现在和以前的吸烟者的发病率已有报道，但是
大多数患者并无吸烟史。12在出现 RET 融合的肺腺癌患者中，未发现其与治疗性辐
射暴露相关。13

检测策略
检测 RET 融合的筛查方法尚未标准化。免疫组织化学 (IHC)、逆转录聚合酶链反应 
(RT-PCR)、荧光原位杂交 (FISH)，以及基于 DNA/RNA 的下一代测序 (NGS) 都已用
于检测 RET 基因融合。值得注意的是，相较于 ALK IHC，RET IHC 的敏感度 (55%-65%) 
较低，特异性 (40%-85%) 不一。11,13,14 IHC 的敏感度也会因融合配对的不同而异。11

因此在肺腺癌患者中，目前不建议使用 IHC 方法筛查 RET 融合或突变。15

通常来说，RET FISH 敏感度很高 (100%)，但在罕见的 NCOA4-RET 融合方面
敏感度较低 (66.7%)。11据报道，RET FISH 特异性在 55% 到 100% 不等。13,14由于
肺癌中的 RET 融合可能涉及多种配对基因，因此首选分离探针而非融合探针。RET 
FISH 检测和评分指南与其他融合基因检测指南类似。如果超过 15% 的肿瘤细胞显示
分离信号或单一 3ʹ 末端信号，检验结果则为阳性。

PT-PCR 虽然具有特异性，但仅限于检测已知的融合。基于 NGS 的检测具有识
别包括新型融合配对在内的 RET 融合的优势，还可以对其他可操作靶点进行多重检
测。16基于 DNA 的 NGS 在识别复杂的 RET 融合时存在局限性，但是在这方面，基
于 RNA 的 NGS 可以产生更大价值。基于 NGS 的细胞游离 DNA (cfDNA) 也能检测
出 RET 融合，若结果为阳性，说明存在 RET 融合现象。17,18

非小细胞肺癌 (NSCLC) 中 RET  融合的治疗靶向
在 RET 融合阳性 NSCLC 中，靶向 RET 的最初研究集中在重新利用具有抗 RET 活性
的多激酶抑制剂（如凡德他尼、卡博替尼、仑伐替尼）。19-24虽然报告有不同疗效，
但反应普遍一般。此外，耐受性还受限于与血管内皮生长因子受体 2 (VEGFR2) 等多
激酶抑制剂相关的毒性。
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塞尔帕替尼（以前称为 LOXO-292）和普拉替尼（以前称为 BLU-667）是口服
酪氨酸激酶抑制剂 (TKI)，用于行之有效、有选择性地靶向致癌 RET 的融合与突变。
基于药物选择性一致，塞尔帕替尼和普拉替尼在一期和二期试验中呈现出良好的安
全性。25,26在 LIBRETTO-001 注册一期与二期临床试验中，塞尔帕替尼在治疗晚期 
RET 融合阳性 NSCLC 方面疗效显著，初治患者和预先接受铂类化疗患者的总缓解率 
(ORR) 分别为 85% 和 64%。25在 ARROW 注册一期与二期临床试验中，普拉替尼在
此类患者中同样疗效显著，ORR 分别为 70% 和 61%。26值得注意的是，两种药物都
显示出抗脑转移活性。基于上述结果，塞尔帕替尼和普拉替尼获得美国食品药品监
督管理局无治疗线限制的加速审批，用于治疗晚期 RET 融合阳性的 NSCLC。这两种
药物还获得欧洲药品管理局有条件的授权，即塞尔帕替尼用于免疫治疗或铂类化疗
预处理的适应症，普拉替尼用于应对无治疗线限制的适应症。

选择性 RET 抑制剂的耐药机制
尽管 RET TKI 治疗效果显著，但其耐药性仍是一大难题。目前已经发现了中靶与脱
靶耐药机制。最早报道的耐药机制是 RET G810 溶剂前沿突变，会对 TKI 结合产生
空间干扰，已在 7% 至 11% 的进展期活检中发现。27-30RET 铰链区的 Y806C/N 突
变也会对塞尔帕替尼和普拉替尼产生耐药性。30,31已在普拉替尼耐药样本中发现顶
部区域 L730V/I 突变，但预计对塞尔帕替尼仍对保持敏感。28,32新型 RET 抑制剂正
在临床研发中，可能有助于解决中靶耐药难题（比如 LOXO-260 [NCT05241834]、
TAS0953/HM06 [NCT04683250]、TPX-0046 [NCT04161391]）。
塞尔帕替尼和普拉替尼的脱靶耐药机制也在研发中。迄今为止，与中靶耐药机

制相比，脱靶耐药机制似乎占据主导地位（分别为 10%-17% 和 83%-90%）。28-30在
服用塞尔帕替尼和普拉替尼后有进展的患者中反复发现 MET 扩增。28-30,33病例报
告显示，RET 和 MET 的双重抑制或许是一种可行的治疗方案。33此外，还发现了 
KRAS 扩增或突变、BRAF V600E 突变、FGFR1 扩增，以及 NTRK3 融合。28-30,34然而，
一大部分病例 (40%-80%) 对 RET 选择性 TKI 的耐药机制仍不明确，这表明需要进一
步研究来阐明 RET TKI 耐药癌症的生物学特征以及最佳治疗策略。
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13原癌基因受体酪氨酸激酶
Lynette M. Sholl、Ibiayi Dagogo-Jack、Soo-Ryum Yang 和 Yi-Long Wu

基因结构和功能
MET 原癌基因受体酪氨酸激酶 (MET)，也称肝细胞生长因子受体，编码 MET 蛋白，
是一种主要在内皮和上皮细胞表达的生长因子受体，在发育、再生和体内平衡中发
挥着重要作用。MET 失调是肺癌等多种癌症类型癌变的明确驱动因素。1,2MET 及其
配体肝细胞生长因子 (HGF) 最初是从骨肉瘤细胞系诱导的致癌融合克隆而来，随后
因其在形态发生（在肝脏、肾脏和肺中等管状分支）、运动和侵入（癌症）以及有丝
分裂发生（包括肝细胞再生）中的作用而为人所知。3-7

MET 是一种单程跨膜受体蛋白，由以下结构域定义：胞外配体结合 (Sema) 结构域、
丛蛋白 -信号素 -整合素 (PSI) 结构域、免疫球蛋白样丛蛋白转录因子结构域，以及
跨膜、细胞内近膜和酪氨酸激酶结构域。7在其配体结合后，HGF、MET 发生同源
二聚化，导致酪氨酸 1234/1235（激酶结构域）和 1349/1356（对接结构域）磷酸化，
随后激活下游丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK) 和 PI3K-mTOR- AKT 通路。8重要的是，
细胞表面 MET 蛋白表达的调节是由 E3 泛素连接酶 Cbl 介导的，与受体近膜结构域中
的磷酸化 Y1003 结合。9 Cbl 介导的泛素化触发受体内吞作用 10（图 13-1）；有趣的是，
MET 转运到内体区室似乎是激活全方位下游信号所必需的，包括通过细胞外信号调
节激酶 -1、-2 (ERK1/2) 以及信号转导和转录激活因子 3 (STAT3)。11

改变的类型及其在肿瘤形成中的作用
肺癌中 MET 通路失调通过基因突变、扩增、蛋白质过表达和融合等多种分子机
制发生。13在 MET 中已经描述了癌变的几种突变机制，包括乳头状肾细胞癌中的
激酶结构域热点 F1200I、Y1230X 和 M1250T，以及几种肿瘤类型中潜在的细胞外 
Sema 结构域。14,15然而，非小细胞肺癌 (NSCLC) 的主要机制是在外显子 14 侧翼
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）

的剪接位点及其周围引入多种错义和缺失 -插入突变，导致“外显子 14 跳跃”和
在 Y1003 处包含 Cbl 结合位点 16的调控近膜结构域缺失（图 13-2）。通过表面结合 
MET 受体的持续致癌信号传导与细胞侵入和转移增加有关。16,17

MET 扩增主要分为 2 个亚型：新发扩增和获得性扩增。新发 MET 扩增发
生在 1% 至 5% 的 NSCLC 中，与不良预后相关。18,19值得注意的是，不同研究中 
MET 扩增的发生率有所不同，具体取决于所使用的临界值和诊断测定方法。在部分
病例中，外显子 14 跳跃 突变伴随突变等位基因的选择性扩增，可能会增强致癌基因
成瘾状态。20-22

新发性野生型 MET 扩增很少被视作唯一的致癌驱动因素。比较常见的是 MET 
扩增在 EGFR 和 KRAS 等内共存丝裂驱动改变。24表皮生长因子受体 (EGFR) 突变的 
NSCLC 患者使用第一代、第二代和第三代 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 治疗并取
得进展后，其中 5% 至 20% 的患者体内可发现获得性 MET 扩增，25-27现在已将这种
扩增看做是对 ALK、RET、ROS1 靶向治疗产生的获得性耐药的复发机制。28

涉及 MET 的基因间融合很少见，但已识别了多种融合配对基因。这种融合主
要在 NSCLC 以外的神经胶质瘤、乳头状肾细胞癌和甲状腺癌等肿瘤中有描述。29 

NSCLC 中 MET 融合的确切频率尚不清楚；最佳估算值表明，0.5% 的致癌基因阴性肺
腺癌会出现这种融合。30MET 基因内的断裂点似乎在内含子 14 中富集，融合产物并

MET

图 13-1. MET 基因激活的常见模式示意图。(A) 配体结合后，Met 表面表达一般通过 Cbl 与 Met 近膜结构域
密码子 1003 处的磷酸化酪氨酸结合而下调，导致内化和降解。(B) MET 外显子 14 跳跃突变优先影响外显子 
14 侧翼的剪接区域，导致含有 Y1003 的近膜区域缺失并阻止与 Cbl 相互作用。此外，(C) MET 的相对拷贝数
可能会增加，这是由 7 号染色体 (D) 经过一轮或多轮重复导致多体性引起的，或 (E) 由 MET 局部扩增引起的。
后者与 Met 激活和致癌依赖性有着更高的相关性。（改编自 Drilon 等。12）
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置含卷曲螺旋结构域的 5′ 配对基因，促进完整的 Met 激酶结构域的同源二聚化。29,30 

MET 融合对 Met 靶向治疗的预测作用基本在病例报告和小型系列研究中得到了证
明，但只表明这些治疗策略有起效。31

MET 过表达在 NSCLC 中很常见，可在大约 20% 至 48% 的患者中通过免疫组
织化学 (IHC) 检测到。32-35然而，MET 过表达与 MET 改变或扩增之间的相关性
很弱，只有 MET 外显子 14 跳跃突变阳性肿瘤的亚群呈现出显著的 MET 蛋白表
达（图 13-3A-D）。此外，可以在其他致癌驱动改变中观察到高水平表达 21,36,37

（图 13-4A、B）。

流行病学、临床和组织学特征
MET 外显子 14 跳跃突变发生在白人 NSCLC 患者中的比例为 3% 至 4%，而在中国，
这一比例仅为 0.9%。38-40其他人群的系统测序有限，无法估算 MET 外显子 14 突变
的可靠频率。大规模测序工作发现，德系犹太人血统患者中可能富集 MET 突变和
扩增。41MET 外显子 14 跳跃突变多见于肺腺癌相关的报告，但在肺鳞状细胞癌中也
有报道表明其可能在有轻度或无吸烟史的患者中富集。42,43一些研究发现 5% 至 32% 
的病例明显有肺肉瘤样癌富集。21,44,45与患有其他致癌基因驱动肿瘤的患者相比，存
在 MET 外显子 14 跳跃突变 (>70) 的患者中位年龄较大。21,23大多数研究表明 MET 
突变的发生与吸烟状况无关。23,41MET 外显子 14 跳跃突变通常与其他致癌基因驱动
突变相互排斥；然而，有报告称大约 4% 的病例存在 KRAS G12X 共突变。21,23,38,46

检测策略
有多种方法可以激活 MET 改变，对可操作的 MET 生物标志物进行全面评估需要
采用综合诊断方法。重点是要考虑每种测定方法的适用性和局限性，采用的检测策
略能确保广泛覆盖不同类别的 MET 改变，包括扩增、突变、替代性转录本和融合
（表 13-1）。

临床检测致病性 MET 改变的重要诊断概念和检测策略如 图 13-5 所示。因将 
DNA 下一代测序 (NGS) 作为 NSCLC 的标准诊断检测方法不断增多，且这种方法
能够检测多种类型的 MET 改变，我们提出了一种潜在的诊断工作流程，即使用 
DNA NGS 作为 MET 分析的初始筛查检测方法。
评估 MET 突变时，在肿瘤纯度足够的情况下，高水平扩增和扩增缺乏即为可靠

结果，无需进一步检测。然而，在肿瘤纯度较低的情况下出现临界扩增或缺乏扩增时，
使用荧光原位杂交 (FISH) 进一步检测会使分析更精确，有助于确认 NGS 结果。对
于 MET 外显子 14 跳跃和 MET 融合，规范变体检测可为临床管理提供足够信息。然
而，阴性结果和意义不明的变体应通过 RNA 检测进一步评估。也可以采用 DNA 和 
RNA 并行分析检测方法，避免遵循序贯检测策略。针对融合检测的 RNA 测定测方
优化后可以检测出 DNA NGS 缺失的隐匿融合，确认不明致病性变体的功能。
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MET 外显子 14 跳跃由供体 /受体剪接位点的致病性突变和大量基因组缺失介
导，生成缺少外显子 14 的替代性 MET 转录本。在大多数情况下，如果外显子 14 侧
翼的剪接位点和内含子区域有足够的覆盖范围，那么这些改变可以通过 DNA NGS 
检测到。47鉴于深层内含子区域存在隐秘的剪接改变突变，可能需要完全覆盖内含

(A) (B)

(C) (D)

图 13-3.具有 MET 外显子 14 跳跃改变和高度不同的 MET 蛋白表达水平的两个肺腺癌示例（免疫组织化
学克隆 SP44 [Spring Bioscience]）。(A) 以腺泡为主的肺腺癌切片几乎看不到 (B) 总 MET 蛋白质表达水平。
(C) 肺核心活检显示分离的低分化肺腺癌簇，具有微乳头状特征，以及 (D) 强烈的弥漫性 MET 蛋白表达。

(A) (B)

图 13-4.具有 KRAS 突变的肺腺癌，通过显色原位杂交显示出强烈的弥漫性 MET 蛋白表达和信号簇
（均质染色区）形式的 MET 扩增（黑色信号  = MET；红色信号  = CEN 7）。
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子 13 和 14（外显子 14 除外）才能达到最佳敏感度。38,48不过，这样可能具有挑战
性，因为内含子尺寸较大且存在重复序列，这两个因素都会影响 DNA 测序的准确
性。再加上其他原因，测序偏差和等位基因脱扣等技术问题使基于杂交捕获的 NGS 
优于基于扩增子的 NGS。49,50然而，即使使用基于杂交捕获的 NGS，DNA 测序也
会漏掉外显子 14 跳跃改变，也会检测新的非规范变体，但尚不清楚这些变体对剪接
的影响。51

表 13-1.检测 MET 生物标志物的临床检测方法
检测方法 扩增 外显子 14 跳跃 基因融合 过表达
基于组织的检测 DNA-NGS

FISH
DNA-NGS
RNA-NGS
RT-PCR

DNA-NGS
RNA-NGS
FISH
RT-PCR

IHC

基于液体 /血浆的检测 a ctDNA-NGS ctDNA-NGS ctDNA-NGS 不适用

缩略词：ctDNA = 循环肿瘤 DNA；FISH = 荧光原位杂交；IHC = 免疫组织化学；N/A = 不适用；NGS = 下一代测序；
RT-PCR = 逆转录聚合酶链反应。
a虽然使用 ctDNA 的液体活检方法可检测 MET 扩增、外显子 14 跳跃和融合，但拷贝数分析和融合检测的灵敏度有限，
需要在组织上确认阴性结果。

图 13-5.检测 MET 生物标志物的潜在检测策略。缩略词：FISH = 荧光原位杂交；NGS = 下一代测序。
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相比之下，RNA 测序和逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 可规避此类与 DNA 水
平分析相关的挑战，并直接评估改变剪接的致癌附带物，从而使该检测方法更灵敏、
更实用 52（图 13-6）。因此，RNA 检测对于确认 DNA NGS 得出的阴性结果以及进
一步评估非规范内含子突变很重要。然而，已观察到低水平假阳性外显子 14 跳跃事
件 53,54。因此，对于突变阴性病例，可能需要在 RNA 水平上纳入经验证的外显子 14 
跳跃检测较低阈值，以确保特异性并将这些发现与 DNA 测序数据相关联。
通常使用 FISH 评估 MET 基因扩增。人们提出了不同的评分系统，包括 MET 

基因拷贝数 (GCN) 与 MET/CEP7 比值，后者能够区分 7 号染色体的扩增和多体
性。55,56尽管没有标准的 MET 扩增阈值指导治疗，但研究表明，以 4:6 或更高的 
MET/CEP7 比值和 /或 10 及以上的 GCN 定义的高水平 MET 扩增，可预测新发和获
得性耐药情况下对 MET 抑制的反应情况。57-59

最近，DNA NGS 越来越多地用于筛查 MET 扩增。60,61与 FISH 类似，对于 
MET 扩增的方法和临界值尚未达成共识。相对于 FISH，NGS 的优势包括能够 (1) 对
整个肿瘤切片进行更全面的拷贝数评估，从而克服潜在的异质性；(2) 对 MET 和其
他可操作基因的其他改变进行多重分析。然而，可靠的拷贝数检测对肿瘤的纯度有
要求（~20% 肿瘤纯度），但会限制基于 NGS 的拷贝数分析。62额外进行 FISH 检测
可能对肿瘤含量低或 NGS 结果临界的阴性病例有利，因为这种检测方法可在单细胞
水平进行更细致的分析（图 13-7A、B）。
可以使用多种基于 DNA 和 RNA 的方法检测 MET 基因融合。分离 FISH 是一种

快速且廉价的方法，可识别有关 MET 的基因重排。但是这种技术检测不出融合配对、
断裂点或激酶结构域的位置，而这对于确认致病性很重要。或者可采用 DNA NGS 
检测预计会形成致病融合的结构变异 (SV)。与其他基因融合一样，MET 融合的基因

图 13-6.基于 DNA 和 RNA 的下一代测序 (NGS) 分别检测 RNA 转录水平的剪接位点突变和外显子跳
跃事件。RNA 测序策略直接证明剪接异常，而 DNA 水平突变的影响只能根据剪接区域内的位置来推断。
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组断裂点大多发生在内含子中，因此限制了 DNA 测序的灵敏度。30,63此外，对于
意义不确定的新型或复杂融合来说，特异性可能是一个问题。一般来说，这些限制
可以通过直接评估致癌融合转录本的 RNA 方法来解决。RT-PCR 通常需要了解融合
配对和断裂点，而 RNA NGS 没有这些要求，并且可以检测到与新配对基因和断裂
点的融合。
多项研究表明，IHC 检测出的 MET 蛋白过表达并不能很好地替代 MET 扩增和 

MET 外显子 14 跳跃。34,37,64但是新数据表明，MET 过表达也许能够在存在 MET 外
显子 14 跳跃改变的患者中预测对 MET 靶向治疗的敏感性。65虽然 MET IHC 目前
还无法作为替代生物标志物，但在未来随着相关数据的不断完善，MET 表达对于治
疗具有激活 MET 改变的患者会有着越来越重要的意义。

临床意义
根据结合机制，将 MET TKI 分为两组。50I 型 Met 抑制剂（例如克唑替尼、卡马替
尼、特泊替尼、赛沃替尼）以活性构象靶向 MET。在 I 型 TKI 中，克唑替尼的独特
之处在于其依赖与 G1163 残基的相互作用，因此被命名为 Ia 型抑制剂，以区别于其
余的 I 型抑制剂，即 Ib 型药物。与 I 型 MET 抑制剂相反，II 型抑制剂（例如卡博替
尼、梅沙替尼、格来替尼 [glesatinib]）以非活性构象结合 MET。
目前，评估 MET 抑制剂治疗 MET 改变 NSCLC 的前瞻性临床研究主要探讨了 I 

型抑制剂的疗效。这些研究单独评估了对存在 MET 扩增或 MET 外显子 14 跳跃改变
的 NSCLC 患者的疗效。值得注意的是，在缺乏 MET 扩增标准化定义的情况下，不
同的临床研究定义这种基因事件的标准有所不同。在有外显子 14 跳跃改变的肿瘤亚
群中，I 型 MET 抑制剂的疗效（包括颅内活性）特别振奋人心。
例如，在 1 期和 2 期 GEOMETRY mono-1 研究中，41% 的既往治疗患者在卡马

替尼诱导下出现客观缓解，中位无进展生存期 (PFS) 为 5.4 个月。57未接受过治疗的 
NSCLC 患者接受卡马替尼治疗后，总缓解率 (ORR) 和中位 PFS 分别为 68% 和 12.4 

(B)(A)

图 13-7. (A) MET（绿色）和 CEP7（红色）信号增加表明 7 号染色体具有多体性。(B) MET 扩增的异质性。
与具有不同水平 MET 获得与扩增的肿瘤细胞相比，最右边的肿瘤细胞显示出高水平的 MET 拷贝数。
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个月。57在 2 期 VISION 研究中，观察到接受特泊替尼治疗后的 ORR 为 46%，中
位 PFS 为 8.5 个月，且既往不同治疗线的疗效相当。66基于这两项研究结果，卡马
替尼和特泊替尼获得了全球监管部门的批准，用于治疗存在 MET 外显子 14 跳跃的 
NSCLC。在 PROFILE 1001 研究中，多激酶 Ia 型 MET TKI 克唑替尼在 MET 外显子 
14 阳性 (ORR 32%) 或 MET 扩增 NSCLC (ORR 28.9%) 患者队列中也表现出了良好活
性。59,67在 PROFILE 1001 和 GEOMETRY mono-1 研究中，对于 MET 扩增水平较
高的肿瘤，MET TKI 活性最高。57例如，随着 MET GCN 拷贝数临界值从 6 - 9 延长
到 10 及以上，用卡马替尼治疗后的 ORR 从 12% 提高至 40%，中位 PFS 从 2.7 个月
延长至 4.1 个月。57

除了 MET TKI 之外，也用 MET 抗体和抗体药物偶联物在有 MET 改变的 
NSCLC（包括存在 MET 过表达的 NSCLC）中做了临床检测。从历史上看，抗 MET 
抗体的功效有限。68,69然而，正在进行的研究表明，研究性 MET 抗体药物偶联物和
具有 MET 活性的双特异性抗体在有 MET 过表达或 MET 外显子 14 突变的 NSCLC 
患者中显示出早期的可喜结果。70

耐药机制
如前文所述，根据结合机制，将 MET TKI 分为几个组。获批的 2 种 MET TKI
（卡马替尼和特泊替尼）以活性构象结合受体，其构象依赖于与受体铰链区和激酶活
化环中 Y1230 残基的相互作用。D1228 和 K1110 残基形成的盐桥促进结合，稳定活
化环。从对 I 型抑制剂（包括卡马替尼和克唑替尼）产生耐药性的患者采集的临床样
本中发现了与 D1228 和 Y1230 相关的复发突变，预计这些突变会破坏盐桥的稳定性
或改变 Y1230 的位置。71-73由于这些突变对 I 型抑制剂产生交叉耐药性，导致现有 I 
型 MET TKI 序贯治疗的效果有限。65,74

相比之下，临床前研究和病例报告表明，II 型 MET TKI（例如卡博替尼、美沙
替尼、格来替尼 [glesatinib] 和福瑞替尼）不依赖于与活化环的相互作用，因此依然
对 MET D1228 和 Y1230 突变有效。72,75,76除了这些较为常见的突变，在克唑替尼耐
药样本中还发现了 MET G1163R。77溶剂前沿 G1163 残基对于克唑替尼的结合至关
重要，但对于其他 MET TKI 的结合则不那么重要。
除了获得性中靶改变外，MET 非依赖性耐药机制还会导致对 MET 选择性抑制

剂产生获得性耐药和固有耐药。66到目前为止已有的旁路机制包括 MAPK 通路再激
活和 EGFR/ERBB2/ERBB3 扩增。46,65,77,78在治疗前就已经出现 MET 外显子 14 跳
跃的小部分 NSCLC 亚群中识别 KRAS G12X 突变，凸显了 KRAS 激活作为 MET 靶
向治疗原发性耐药的重要性。46KRAS 突变和扩增约占 MET 靶向治疗继发性耐药
机制的三分之一。72观察存在 MET 外显子 14 跳跃的患者发现，对克唑替尼治疗产
生进展后，出现 KRAS 和 EGFR 扩增；有趣的是，在这种情况下开展 FISH 研究发
现，扩增事件发生在独立的细胞群中，表明不同耐药细胞群之间存在旁分泌信号传
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导作用。79在 KRAS 通路激活的情况下，MET 抑制似乎通过磷脂酰肌醇 3-激酶 (PI3K) 
驱动优先的信号传导；PI3K 通路突变（包括 PIK3CA 以及磷酸酯酶和张力蛋白同
源物 [PTEN]）也代表了 MET 靶向治疗获得性耐药的常见机制。80MET 与 EGFR 或 
PI3K 抑制剂联合治疗的作用正在研究中。80,81
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14Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因
Ignacio Wistuba、Philippe Joubert 和 Laura Mezquita

基因结构和功能
RAS（大鼠肉瘤病毒癌基因同源物）编码膜结合蛋白，最初由 Harvey1 和 Kristen2 
描述为参与细胞增殖、分化和存活的逆转录病毒癌基因。3RAS 属于一类称为小鸟
苷三磷酸酶  (GTPase) 的蛋白质，在所有哺乳动物细胞中表达。4,5RAS 基因家族
由 3 个成员（HRAS、NRAS 和 KRAS）组成，为相应的亚型编码。5然而，值得
注意的是，KRAS（Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因）亚型约占癌症中所有 RAS 突变
的 75% 至 80%，其次是 NRAS (12%)，然后是不合常规的 HRAS (3%)。6,7 RAS 蛋白
由 3 个主要元素组成：

1. G 结构域在 RAS 亚型之间高度保守，包含 switch 1 和 2 个环，负责鸟苷三磷
酸 (GTP)-鸟苷二磷酸 (GDP) 交换。

2. C 端结构域称为超变区，在 RAS 亚型之间具有显著差异。
3. C 端 CaaX 盒驱动翻译后修饰。8-11

RAS 蛋白充当分子开关，在活性 GTP 结合状态和非活性 GDP 结合状态之
间循环。8,12鸟嘌呤核苷酸交换因子 (GEF) 促进 RAS 蛋白转化为活性形式，而 GTP 
酶激活蛋白 (GAP) 通过激活 RAS-GTP 酶和 GTP 水解，在维持 RAS 处于非活性状
态方面发挥作用。8,12当 KRAS 突变时，RAS 蛋白被锁定为 GTP 结合的活性形式，
进而组成性激活下游信号通路，例如 RAF-MEK-ERK 和 PI3K-AKT-mTOR 通路，
形成恶性表型 8,12（图 14-1）。
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改变的类型和肿瘤发生的作用（突变、融合、扩增、蛋白质表达）
KRAS 是癌症中最常发生突变的癌基因。14同样，KRAS 激活突变是早期和晚期
肺腺癌中最常见的致癌驱动因素，发生在大约 25% 至 32% 的肿瘤中。15,16大多数 
KRAS 点突变发生在外显子 2 和 3 处，主要影响密码子 G12、G13 和 Q61。6在肺
癌中，G12C（即从氨基酸甘氨酸到半胱氨酸的突变）最常见 (41%)，而 G12V 和 
G12D 分别占 KRAS 突变的 21% 和 17%17（图 14-2）。KRAS 突变的生物学和临床意
义因肺癌的突变亚型而异。例如，G12C 和 G12D 分别对结合 RATGDS-Ral-FLIP 和 
PI3K-AKT-mTOR 通路具有显著亲和力。18此外，KRAS G12C 突变显示出比 KRAS 
G12D 突变更高程度的细胞外信号调节激酶 1 和 2 (ERK1/2) 磷酸化。19

与肺腺癌中其他可操作的驱动突变一样，KRAS 突变通常不会与其他致癌基因驱动因
素共存，包括 EGFR、ALK 和 ROS 驱动的肿瘤。尽管 KRAS 和 EGFR 突变在肺癌中通常
以相互排斥的方式发生，17,20但传闻报告表明肺癌患者体内同时发生了 KRAS 和 EGFR 
突变。21-23 ALK 易位肺癌中描述的 KRAS 突变主要与 ALK 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 的
耐药机制相关。24 KRAS G12C 和其他 KRAS 突变更频繁地与 MET 扩增在局部 25和转
移性 26初治非小细胞肺癌 (NSCLC) 中同时发生。与没有 KRAS G12C3,26 的肿瘤相比，
ERBB2 扩增 (P = 0.002) 和 ERBB4 突变 (P = 0.025) 在 KRAS G12C 突变的肿瘤中更常见。

图 14-1.细胞膜结合 KRAS 蛋白及其与其他蛋白和信号通路的某些关系图示。（备注：膜受体酪氨酸激
酶 [RTK] 的通用表示仅用于说明目的。）有许多配体和 RTK，包括 EGFR/HER 家族，可形成同源二聚体和
异源二聚体（见相关章节）。野生型 KRAS 可能被激活为其鸟苷三磷酸 (GTP) 结合状态，从而促进通过 
RAF/MEK/ERK 和 PI3K/AKT/TSC1-2 的下游信号传导。这种激活由鸟嘌呤核苷酸交换因子 (GEF) 介导，其
中一个主要因子是 SOS1，以及相关蛋白，例如 GRB2 和 SHP2。KRAS 突变会降低 GTP 水解，减轻与鸟
苷三磷酸酶（GTP 酶）激活蛋白 (GAP) 的相互作用（图中未显示）。这些变化会保持 KRAS 蛋白处于激
活状态，驱动肿瘤发生。治疗中正在利用该复杂通路中的几个点（见正文）。在这种情况下，临床上最
先进的是索托拉西布和阿达格拉西布等药物，它们的作用是将 KRAS 维持在 GDP 结合的非活性状态。3,13

缩略词：PTEN = 磷酸酯酶和张力蛋白同源物。（改编自 Punekar 等 13）
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已有报告发现在 NSCLC 中存在 KRAS 拷贝数改变，包括等位基因失衡和拷贝
数增加。27,28 KRAS 扩增也被证明是表皮生长因子受体 (EGFR) TKI 耐药的一种
机制。28 KRAS 基因伴随突变很常见，可在大约 3.4% 的 KRAS 突变肿瘤和 8% 的 
KRAS G12C 突变肿瘤中观察到。与 KRAS G12C 相关的最常见共存突变是 KRAS 
G12F 和 G12V。29在本研究中，存在共存突变导致对特定 G12C 抑制剂的耐药性提高。
在大约一半具有 KRAS 突变的肿瘤中，尤其是在吸烟者的肿瘤中，还会发现其他几
种突变，即所谓的共突变，可能具有生物学意义。3,26

目前的数据表明，同时发生的基因改变会显著影响生物进化、临床结果和治
疗反应。15,30-34大规模测序研究已经对肺腺癌中主要的 KRAS 共突变展开普查。15 
TP53 (~40%)、STK11（即，丝氨酸 /苏氨酸激酶 11；20%）和 KEAP1（即 Kelch 样 
ECH 相关蛋白 1；13%-24%）同时发生的突变最常见。26,30这 3 个亚群与不同的生
物学特性和治疗灵敏度相关，15并且可以通过固有的 RAS 信号通路以及肿瘤微环境
发挥作用。特别是，KRAS/TP53- 突变的 NSCLC 显示炎症标志物和免疫检查点效应
分子水平升高，而 KRAS/KEAP1 则显示较低水平的免疫标志物，包括程序性死亡配
体 1 (PD-L1)。15

除了通过下游效应物促进肿瘤发生外，还发现突变的 KRAS 细胞与肿瘤微环境相
互作用。在结直肠癌中，KRAS 突变可以介导主要组织相容性 1 类分子表达的下调，
作用是干扰肿瘤抗原启动和面向 T 细胞的呈递。3,35

同样，KRAS 突变与 NSCLC 中较高水平的 PD-L1 表达相关，从而导致 T 细胞
耗尽。36,37值得注意的是，有报告称 KRAS G12C 患者的 PD-L1 肿瘤比例评分 (TPS) 
为 50% 或更高，范围为 34% 至 41%，而 KRAS 野生型肿瘤患者的这一比例为 20% 
至 26%。38,39在具有 KRAS 突变的 NSCLC 细胞系中，发现 PD-L1 的异位表达受到 
KRAS 下游 MAPK 和 STAT3 通路的调节。3,40

G12C (41%)

G12V (21%)

G12A (7%)

5%
5% 2%

G12D (17%)

G12S
G13 Q61

G12F (1%)
G12R (1%)

图 14-2.肺腺癌中最常见的 KRAS 突变发生率
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流行病学、临床和组织学特征
KRAS 突变分布通常具有癌症类型特异性，在全球范围内各种癌症类型中的频率相对稳
定，但 NSCLC（特别是腺癌组织学）除外。7在全球观测的 NSCLC 中，KRAS 患病率
存在地域差异，其中欧洲发病率最高，其次是北美、东亚地区和印度发病率最低。6,7

这与 EGFR 的患病率形成鲜明对比，表明遗传或环境的影响，目前越来越多的研究正在
进行中。7同样，有报告称 KRAS G12C 突变在黑人和白人患者中比在亚裔患者中更常
发生 (P < 0.001)，而在 NSCLC 中，KRAS 突变在腺癌组织学中发生得更频繁 (32%)，6,25,41

在开展严格病理学评估时，很少在鳞状细胞癌中发现这种突变（≤ 1%）。39,42,43

在腺癌中，浸润粘液腺癌中 KRAS 突变的发生频率较高（61%-71%）。44,45NSCLC 
中的KRAS 突变通常与吸烟史有关（即，从不吸烟者为 7%，以前和现在吸烟者分别
为 32% 和 37%46），NSCLC 中变异类型在吸烟者和从不吸烟者之间的分布情况各不
相同。39KRAS G12C 常见于吸烟人群（占 KRAS 突变的 41%），与特征 4（与吸烟相
关的特征）相关，而特征 4 与 C>A 过渡相关。47而且，与其他 KRAS 突变 25,42和 
KRAS 野生型相比，KRAS G12C 突变似乎在女性（即，43%；P = 0.007）和年轻患者（即
中位年龄为 63 岁；P = 0.0092）中更频繁发生。G12D 突变最常发生在从不吸烟者中，
占 KRAS 突变的 56%。41尽管有些结果互相矛盾，38,45,46但 NSCLC 中的 KRAS 突
变似乎与预后较差有关。47-49据报告，G12C 突变的 NSCLC 患者的预后比发生其他 
KRAS 突变或 KRAS 野生型患者的预后差。25此外，KRAS G12C 阳性患者在诊断时
的转移率高于 KRAS 野生型患者（即，94% 对比 88%）。38

检测策略
可直接从肿瘤组织、细胞样本（细胞学）中提取的 DNA 以及从血液和其他液体（即胸
腔积液、脑脊液）中提取的细胞游离 DNA (cfDNA) 中检测肺癌中的 KRAS 突变，包括 
G12C 变异。KRAS 点突变存在于密码子（12、13 和 61）的热点中，使用基于聚合酶
链反应 (PCR) 和下一代测序 (NGS) 方法检测的基因组合可以轻松覆盖这些热点。48-51

使用足够的核酸输入（10-100 ng DNA 和 5%-15% 的肿瘤含量），大多数商业平台，无
论是基于 PCR 还是 NGS，都具有出色的整体准确性和高水准或一致性，尽管与非 NGS 
检测相比，NGS 的性能似乎略微优越一些。52-57根据多个指南的建议，NGS 组合是肿
瘤组织诊断的首选方法。当组织样本耗尽、无法对肿瘤进行活检，或者肿瘤或 DNA 的
采样率不足以进行适当的分子检测时，cfDNA 可以用作替代方法。51分子分析可用于
识别 KRAS 靶向治疗方法（例如 KRAS G12C 抑制剂）中出现的基因组相关耐药机制。

临床意义
尽管进行了彻底的临床前和临床研究，但长期以来，人们一直认为 KRAS 突变是不
可成药的靶点。不过最近已经研发出了几种共价 KRAS G12C 抑制剂，包括 AMG510
（索托拉西布）和 MRTX849（阿达格拉西布），用于治疗 KRAS G12C 突变肿瘤。

58-60当 KRAS G12C 处于非活性 GDP 状态时，这些靶向 G12C 的药物通过与胱氨
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酸 12 和 switch-2 结合口袋区域的共价结合发挥作用。61多项研究表明，KRAS G12C 
抑制剂通过降低 KRAS 对核苷酸交换因子的敏感性，捕获处于非活性 GDP 结合状
态的 KRAS，62,63而且需要完整的 GTP 酶活性才能抑制功效。62,63值得注意的是，
CodeBreaK100 临床试验显示，索托拉西布对携带 KRAS G12C 突变的晚期 NSCLC 
患者具有有益效果，642021 年 5 月，美国食品药品监督管理局 (FDA) 批准索托拉西
布用于治疗已至少接受过一次系统治疗的 KRAS G12C 阳性 NSCLC 患者。
相反，KRAS G12C 抑制剂无法保证持久缓解，接受索托拉西布治疗的 NSCLC 

患者，其中位无进展生存期 (PFS) 为 6.8 个月。64在 3 期 CodeBreaK 200 试验中，对
于之前接受铂类化疗和检查点抑制剂后病情出现进展的 KRAS G12C 突变 NSCLC 患
者，与多西他赛相比，索托拉西布可延长 PFS（危险比 [HR]，0.66；95% CI，0.51-0.86；
P = 0.002），总缓解率更高（ORR；28.1% 对比 13.2%），安全性也更好。65然而，尽
管该研究没有延长 OS，且允许存在交叉现象（影响 34% 的患者），但并没有观察到
两组之间的总生存期 (OS) 存在差异。
阿达格拉西布是进入临床试验的第二种不可逆的选择性 KRAS G12C 抑制剂，具

有临床疗效（ORR，42.9%；PFS，6.5 个月），在单臂临床试验中没有出现新的安全信号，
66 FDA 因此于 2022 年 12 月批准该药用于治疗 KRAS G12C 突变的局部晚期或转移
性 NSCLC（经 FDA 批准的测试确定），适用于之前至少接受过一次系统治疗的患者；
该药物经过优化，具有较长的半衰期和广泛的组织分布。67,68目前正在进行多项研
究，评估这些 KRAS G12C 抑制剂相对于 3 期研究采用的常规治疗以及其他早期临床
试验的疗效，寻求与其他疗法（例如免疫疗法、化疗等）组合的协同效果。有趣的是，
研究表明，在携带 KRAS 突变（包括 G12C 变异）的患者中，STK11 和 KEAP1 突变
会使免疫检查点抑制 69和化疗 70的临床结果更差。70

耐药机制
与使用 EGFR 和 ALK 抑制治疗 NSCLC 得到的 ORR 相比，使用索托拉西布或阿达
格拉西布得到的 ORR 明显较低，71,72表明对 KRAS G12C 抑制剂存在固有耐药机
制。尽管仍在研究中，但已发现两种抑制剂的几种固有耐药机制，包括 RAS 信号通
路（如 RAS-MAPK）的适应性反馈重新激活。73关于获得性耐药机制，使用实验室
模型和 /或检测接受治疗患者的肿瘤标本都表明存在 3 种主要机制：

1. 中靶机制，通过检测其他 KRAS 激活突变（即，索托拉西布、G13D、R68M 
和 A59S；阿达格拉西布、Q99L、Y96D 和 R68S0）24,74-76

2. 旁路机制，包括通过 MET（含基因扩增）和肝细胞生长因子 (HGF)、77胰岛
素样生长因子受体 -1 (IGFR-1)、成纤维细胞生长因子受体 1 (FGFR-1) 相关
机制对受体酪氨酸激酶和 RAS 下游信号通路的激活。68

3. 谱系可塑性和上皮 -间质转化特征获得，分别包括从腺癌到鳞状细胞癌组织
学变化、76 E-钙粘蛋白下调和波形蛋白上调的初步报告 68。
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15人类表皮生长因子受体 2
Maria E. Arcila、Federico Cappuzzo、Sabina Berezowska 和 Yasushi Goto

基因结构和功能
人类表皮生长因子受体 2 (HER2/ERBB2) 是 ERBB 家族的受体酪氨酸激酶，参与控
制细胞生长、存活、分化和迁移。1,2该蛋白由 17 号染色体 (17q11.2-q12) 长臂上的 
ERBB2 基因（v-erb-b2 禽类成红细胞白血病病毒癌基因同源物 2）编码，与其家族
的所有其他成员在催化胞内结构域和胞外推定配体结合区具有广泛的结构同源性。
（图 15-1 和 15-2）。然而与其他成员相比，HER2 没有确定的直接配体，而是为所
有其他 ERBB 家族受体优先选择的二聚化配对发挥作用。3-5配体与 EGFR (HER1)、
HER3 和 HER4 细胞外结构域结合，形成具有催化活性的同源二聚体和异源二聚体，
进而激活多个促进细胞增殖信号传导的下游通路。除了已经发现的更强大的异源二
聚化能力外，HER2 也不易内化和降解，使活化激酶活性和信号转导持续时间更长。

改变的类型及其在癌变中的作用
HER2 基因通过蛋白质过表达、基因扩增和突变而失调已在非小细胞肺癌 (NSCLC) 
中得到充分描述。6-8与其他实体瘤相比，NSCLC 中 HER2 的生物学特征似乎更加
复杂，有些改变的作用尚不明确。致癌的 HER2 改变的常见后果是受体过度激活，
导致细胞增殖失控。突变主要发生在外显子 20 内的胞内结构域，其中最常见的变
异是 A775_G776insYVMA。在胞内、跨膜和细胞外结构域发现了其他几种突变，
（图 15-1；表 15-1），9,10虽然发生频率较低且许多突变被划分为意义不明的变异。
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流行病学、临床和组织学特征
在不同的研究中，HER2 扩增和过表达的发生率差异很大。已在 2% 至 22% 的 
NSCLC 病例中证实存在扩增，而有报告称过表达存在于 2.4% 至 38% 的病例
中。12-15这种差异可能受评估方法、国家或地区以及临床和病理环境的影响，需要
进一步研究。与其他恶性肿瘤相比，最显著的是乳腺癌和胃 /胃食管连接部 (GEJ) 
癌，其中基因扩增和细胞膜上的蛋白质过表达高度相关，而在肺癌中这种相关性很弱。
虽然有些研究记录了显著的相关性，16-18但另一些报告则认为它们之间为不相关事
件。15,19,20同样，有几项研究发现 HER2 突变和扩增为负相关，15,21只有一小部分报
告显示突变和扩增同时发生。22-24总体而言，这种不一致性表明每种改变可能代表
着不同的临床病理亚群。
在大约 2% 至 3% 的初治 NSCLC 病例中，HER2 扩增会被识别为新发改变，15

或者在高达 13% 的患者中识别为对第一代 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 的耐
药机制。25总体而言，在新发情况中，没有在携带 HER2 扩增或 HER2 表达的患者
中发现明显的临床病理特征，16,19,22,26而在出现耐药性时观察到的特征是由原始致敏
驱动因素驱动的。
在不到 2% 的 NSCLC 中检测到了 HER2 突变，这种突变主要与腺癌组织

学、不吸烟或无吸烟史以及女性相关。HER2 突变肿瘤患者通常会发生脑转
移，比例高达 47%。27这种突变与其他驱动分子改变相互排斥，通常与 HER2 扩

图 15-1.示意图描绘了 HER2 (ERBB2) 的结构、结构域分布以及非小细胞肺癌 (NSCLC) 中最常见的体细胞改变的患病
率。同时列示了编码蛋白质的细胞外、跨膜和细胞质成分的结构域。HER2 蛋白大小为 185 kDa，由 1255 个氨基酸 (aa) 
组成，由 27 个外显子编码。胞外配体结合结构域 (aa 1-652)、跨膜结构域 (aa 653-675) 和胞内结构域 (aa 676-1255) 
与同一家族的成员具有明显的结构同源性。非鳞状 NSCLC 中最常见的 HER2 突变的发生率和位置来自 cBioPortal 的
公开数据。11最常见的突变是外显子 20 中的插入；Y772_A775 重复（也称为 A775_G776insYVMA）最常见，其次
是密码子 G776 处的插入。外显子 8、17 和 19 中错义突变的发生频率在 2% 到 5% 之间。这些区域之外的罕见突变
主要被归类为意义不明的变异 (VUS)。
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图 15-2.人类表皮生长因子受体 2 (HER2) 结构、信号传导和治疗靶点。HER2 通过与同一家族的其他受体形成同源二
聚体或异源二聚体而被激活。二聚化导致胞内结构域中特定酪氨酸残基磷酸化，进而激活 Ras/Raf/丝裂原活化蛋白
激酶、磷脂酰肌醇 3-激酶 /Akt 和其他通路。已有多种靶向策略可抑制 HER2：(1) 与单个细胞外结构域结合的单表位
单克隆抗体，例如曲妥珠单抗（与结构域 IV 结合）；(2) 抗体药物偶联物，例如德曲妥珠单抗；(3) 小分子抑制剂，例
如阿法替尼、达可替尼、来那替尼 (neratinib)、波奇替尼 (poziotinib)，旨在与 HER2 的细胞内酪氨酸激酶结构域结合。

表 15-1.HER2 (ERBB2) 常见突变清单
位置 类型 突变 

外显子 8 SNV p.S310F

外显子 19 SNV
Indel

p.D769H, p.D769N, p.D769Y, p.I767M/F, p.L755A/M/P/S/W
p.L755_E757delinsS, p.L755_T759delLRENT

外显子 20 SNV

Indel

p.I767M、p.G776C、p.G776S、p.G776V、p.V777L、p.V777M
p.T798I
p.A775_G776insV, p.A775_G776insYVMA (p.Y772_A775dup), p.A775_G776insTVMA 
(p.Y772_V773VMAT), p.G776_V777insL, p.G776_V777insVC, p.G776_V777insVGC 
(p.G778_S779CVG), p.G776>LC, p.G776delinsVC (p.G776>VC), p.G778dup (p.V777_
G778insG), p.G778_P780dup (p.P780_Y781GSP, V777_G778insGSP), p.G778_
S779insCPG (p.V777_G778insGCP), p.G778_S779insLPS, p.S779_P780insVGS, p.V777_
G778insCG

缩略词：indel = 插入和 /或缺失；SNV = 单核苷酸变异。 
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增或过表达无关。21,28,29与其他致癌基因成瘾性肿瘤相比，同时存在 HER2 突
变和 PD-L1 表达（肿瘤比例评分 [TPS] ≥ 1%）的患者比例较低，表现出高水
平表达 (TPS ≥ 50%) 的患者不超过 20%。30与 HER2 扩增相比，HER2 突变或 
HER2 过表达与靶向治疗的获得性耐药有关。

检测策略
评估 HER2 改变的方法因改变类型而异，包括各种基于聚合酶链反应 (PCR) 的
测序技术（下一代测序 [NGS] 和非 NGS）、免疫组织化学 (IHC) 和荧光原位
杂交 (FISH)。25,31-35表 15-2 列示了这些方法以及当前建议的 IHC 和 FISH 解
释标准。36肿瘤组织是 HER2 检测的首选模板。但是当组织不可用或数量太有限时，
可以使用细胞游离 DNA，35-37如果有足够的循环肿瘤 DNA (ctDNA)，则可以检测
突变和扩增，但不能评估 HER2 表达。 

表 15-2.检测 HER2 (ERBB2) 改变的方法与临床意义概览
基因改变 突变 扩增 过表达

说明 点突变
插入 

HER2 (ERBB2) 基因拷贝数异常高 肿瘤细胞表面蛋白受体
表达异常高

检测方法 测序：
• 桑格测序
• NGS（首选）
其他：
• 片段分析
• ARMS-PCR
• dPCR

FISH：NSCLC 相关临床研究中首选和推荐的
检测方法
FISH 的 HER2 扩增标准 a

• HER2 与 CEP17 的比率 >2.0 或 HER2 信号连接
成簇：HER2 扩增阳性

• HER2 与 CEP17 的比率 <2.0：HER2 拷贝数 
>6.0：HER2 扩增阳性

• HER2 拷贝数 <4.0：HER2 扩增阴性
• HER2 拷贝数 >4.0 但 <6.0：扩增状态无法确定
其他方法：qPCR、NGS
• 目前在临床实践中，NGS 是检测 NSCLC 中 

HER2 扩增的常用方法
• 还未制定解释标准 

IHC 是标准方法，可以
像乳腺癌一样进行评分；
不过 HER2 IHC 目前尚未
应用于 NSCLC 临床实践

临床 
意义 

致癌驱动因素，与
其他驱动因素相互
排斥
德曲妥珠单抗，
经 FDA 批准，用
于 HER2 (ERBB2) 
突变晚期 NSCLC 
的二线治疗

致癌驱动因素：新发或继发作为耐药机制
治疗影响正在研究中

与乳腺癌不同，扩增和
表达是独立的，目前评
估 NSCLC 中 HER2 表达
没有临床意义

缩略词：ARMS-PCR = 扩增阻碍突变系统 -聚合酶链反应；CEP17 = 17 号染色体着丝粒；dPCR = 数字聚合酶链反应；
FDA = 美国食品药品监督管理局；FISH = 荧光原位杂交；HER2 = 人类表皮生长因子受体 2；IHC = 免疫组织化学；
NGS = 下一代测序；NSCLC = 非小细胞肺癌；qPCR = 定量聚合酶链反应。
a未针对 NSCLC 严格设置 HER2 FISH 临界值。乳腺癌标准已调整。
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临床意义
总之，HER2 突变的预后影响仍然存在争议，因为目前可用数据不足且相互矛盾。
在一些研究中发现了消极的预后影响趋势，29,38另有一些研究则认为与未选择的 
NSCLC 人群相比，突变病例可能出现了惰性结果。28最近一项研究报告发现，当
分层为亚群时，特异性突变可能会影响预后，相较于不太常见的 HER2 改变，与 
A775_G776insYVMA 相关的生存期更短。39总体而言，HER2 突变肿瘤似乎对培美
曲塞不太敏感，40但是培美曲塞通常对其他致癌基因成瘾的 NSCLC 有效。关于免疫
治疗敏感性的现有数据（主要是回顾性数据）也表明 HER2 突变肿瘤对检查点抑制剂
的敏感性较低，在发生 EGFR 突变或 ALK 重排的 NSCLC 中也发现类似结论。41,42

几种靶向疗法已在 HER2 突变的肿瘤患者中显示出活性。有三种主要治疗策略：
TKI，单克隆抗体和抗体药物偶联物（ADC；图 15-2）。阿法替尼、达可替尼、来那
替尼 (neratinib) 和波奇替尼 (poziotinib) 等 HER2 TKI 显示出适度的活性，但毒性一
致。13,43,44在单克隆抗体（例如曲妥珠单抗）与化疗相结合的试验中发现了更可喜的
结果，但仅在回顾性研究中才表现出显著活性。31,45新近发现德曲妥珠单抗（一种 
HER2 ADC）在已接受过治疗的 HER2 突变 NSCLC 患者中有持久的抗癌活性，32成
为美国食品药品监督管理局 (FDA) 批准的第一种用于治疗 HER2 突变 NSCLC 的药
物。无论 HER2 IHC 表达或扩增状态如何，在大多数患者中均观察到了疗效。46,47

值得注意的是，靶向治疗方案对特异性突变类型的疗效不同，正在积极研究这一
内容，但很大程度上还不明确。以往研究发现，有 HER2 突变 A775_G776insYVMA 
的肿瘤对 HER2 靶向 TKI 治疗的缓解最差。48,49相比之下，最近有报告称，与在单
中心真实世界回顾性队列中使用基于曲妥珠单抗的疗法时发生的罕见改变相比，这
种突变的总生存期更长，缓解更好。39

耐药机制
从历史上看，治疗后病情发生进展的患者中有 13% 检测到了 HER2 扩增，这一直被
认为是 EGFR TKI 的一种旁路耐药机制。25目前，由于研究结果存在争议，扩增导
致的耐药程度仍然不明确，有些研究报告认为在 HER2 扩增肿瘤中，对 EGFR TKI 
的反应情况甚至更好。50

在采取靶向疗法治疗新发 HER2 改变的 NSCLC 中，目前有关继发耐药机制的证
据仍不足。一项体外研究调查了 HER2 抑制剂波奇替尼 (poziotinib) 的获得性耐药，
在这种药物的共价结合位点发现次级 HER2 突变 C805S 是一种获得性耐药的潜在机
制，而 HSP90 抑制剂则是一种可能的治疗策略。51

除少数突变外，大多数 HER2 外显子 20 插入对现有泛 HER TKI 均表现出原发
性耐药。虽然耐药机制在很大程度上仍不明确，但结构和分子动力学分析表明，影
响激酶结构域的插入构象现状对 TKI 的亲和力和敏感度有不同的影响。49例如，与
其他突变相比，A775_G776insYVMA 突变会导致高构象刚性，使腺苷三磷酸 (ATP) 
结合位点更难接近小分子 TKI。
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16神经调节蛋白 -1
Natasha Rekhtman、Stephen V. Liu 和 Jason C. Chang

基因结构和功能
神经调节蛋白 -1 (NRG1) 基因位于 8 号染色体上，长度约为 1.4 Mb，是最大的人类基
因之一。1该基因包含较大的内含子区域，仅 0.3% 的基因编码蛋白质（神经调节蛋
白 -1），是神经调节蛋白家族中与 ErbB 受体家族相互作用的 4 种蛋白质中的一种。1

由于选择性剪接，NRG1 蛋白可产生至少 31 种亚型；不过，所有亚型都共享一个表
皮生长因子 (EGF) 样结构域，使得它们能够结合并激活 ErbB3 (HER3)，以及不太常
见的 ErbB4 (HER4)。2-4配体结合后，ErbB3 受体与 ErbB2 (HER2) 形成同源二聚体
或异源二聚体，导致 PIK3-AKT 和 MAPK 通路激活。5,6各种 NRG1 亚型在胚胎发
生过程中至关重要，在胶质细胞、神经元和心肌细胞的增殖、分化和存活中发挥着
核心作用。1

改变的类型及其在肿瘤形成中的作用
涉及 NRG1 的驱动因素改变以融合的形式发生。NRG1 融合涉及多种配对基因，其
中 CD74 是最常见的，约占病例的 30%。7-9NRG1 成分促成 EGF 样结构域，充当 
ErbB3 的配体，而配对基因通常促成跨膜结构域，将嵌合蛋白束缚在细胞膜上。7

该嵌合蛋白保留了 EGF 样结构域，使其能够与同一细胞或相邻细胞上的 ErbB3 相互
作用，激活下游通路。7

流行病学、临床和组织学特征
NRG1 融合在多种肿瘤类型中发生频率较低，在实体瘤中的总体发生率为 0.2%。9

在非小细胞肺癌 (NSCLC) 中，NRG1 融合的发生率为 0.3%。9 NRG1 融合主要发生
在轻度吸烟者或从不吸烟者以及具有浸润性粘液腺癌 (IMA) 组织型（以前称为粘液
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型细支气管肺泡癌）的肿瘤中。8,11-13在 IMA 中，NRG1 融合的发生频率为 7%，与 
KRAS 突变和其他致癌驱动因素相互排斥。在 KRAS 野生型 IMA 中，NRG1 融合的
发生频率为 17% 到 25%。11,13

在 IMA 中，与携带 KRAS 突变的 IMA 相比，NRG1 融合与更具侵袭性的组织学
和临床特征相关，远处转移率更高，生存期更短。13

尽管很罕见，但 NRG1 融合还发生在各种其他类型的实体瘤中，包括胰腺腺癌、
胆囊癌、肾细胞癌、卵巢癌、乳腺癌、膀胱癌和肉瘤；NRG1 融合在这些肿瘤中的
发生率为 0.1% 到 0.5%。9与肺腺癌类似，发生在胰腺癌中的 NRG1 融合与 KRAS 突
变相互排斥，因此在 KRAS 野生型肿瘤中高度富集。14

表 16-1 列出了 NRG1 肿瘤的检测策略。

临床意义
NSCLC 中发生的 NRG1 融合与标准治疗的不良结果有关。在 eNRGy1 全球多中心注
册处 (Global Multicenter Registry) 的 100 多例 NRG1 融合阳性 NSCLC 中，含铂双药
化疗的缓解率仅为 13%，中位无进展生存期 (PFS) 为 5.8 个月。12化疗和免疫疗法的
中位 PFS 更短，仅为 3.3 个月。然而，针对 NRG1 融合蛋白触发的 HER2/HER3 通
路有不少新兴治疗方案。阿法替尼是一种泛 -ErbB 激酶抑制剂，在回顾性 eNRGy1 
记录试验中效果明显，缓解率 (RR) 为 25%。12多个病例报告和系列证明了阿法替尼
对 NRG1 融合阳性肿瘤的缓解情况，15-17前瞻性研究正在进行中。HER2-HER3 双
特异性抗体泽妥珠单抗在 NRG1 融合阳性肿瘤中显示出缓解 NSCLC 和胰腺癌等早
期疗效。18正在进行的 2 期 eNRGy 试验报告初始 RR 为 34% (n = 79)，中位缓解持
续时间为 9.1 个月。18正在 NRG1 融合阳性肿瘤中进行 HER3 单克隆抗体瑟瑞妥单
抗 (seribantumab) 的研究，据报告其 RR 为 33% (n = 12)。19泽妥珠单抗和瑟瑞妥单
抗 (seribantumab) 均已获得美国食品药品监督管理局快速推进资格。

耐药机制
关于所有前述研究药物的获得性或固有耐药，相关信息还较少，可对此展开积极研究。

表 16-1.检测策略
检测类型 优点 缺点

FISH10 多数实验室的现有技术
周转时间短（2-3 天）

单基因检测
动手操作时间长
需要专业解读
未提供融合配对的信息

靶向 DNA NGS7,9 多基因检测可提供其他驱动因素的信息 低覆盖范围 /无覆盖范围导致对 NRG1  融合
的敏感性降低

靶向 RNA NGS7,9 敏感性最高
多基因检测可提供其他驱动因素的信息

要求 RNA 质量达标 
（久存样本是次优选项，因为 RNA 已降解）

缩略词：FISH = 荧光原位杂交；NGS = 下一代测序。
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17新靶点和新技术
Kurt A. Schalper 和 David M. Hwang

治疗肺癌患者有多种新兴策略，可通过多种方式利用分子肿瘤特征，包括：

• 利用肿瘤相对于非肿瘤细胞中蛋白质的差异表达，使用抗体药物偶联物 (ADC) 
指导和局部富集细胞毒性药物

• 利用小分子靶向癌细胞中具有致癌作用或参与关键代谢过程的突变蛋白（例如 
KRAS [非 G12C]、PIK3CA、STK11、KEAP1）

• 采用调节共刺激 T 细胞受体或调节酶的免疫刺激疗法，使用具有良好治疗指数
的改良促炎细胞因子和靶向肿瘤特异性新抗原的疫苗，或利用改良嵌合抗原受
体 (CAR) T 细胞选择性识别和消除表达特异性表面蛋白的肿瘤细胞

应用这些策略发现，ADC 在包括肺癌在内的多种肿瘤类型中具有显著的临床活
性，从而带来了对新型生物标志物检测和诊断方法的潜在需求。此外，新型分子分
析平台可同时处理大量改变且灵敏度高，可实现单细胞分辨率并 /或保留空间背景，
当前这些平台正在扩大工具库，以探索研发用于患者选择和监测的新型生物标志物。

抗体药物偶联物
ADC 包括 3 种基本成分：(1) 人源单克隆抗体，靶向在肿瘤细胞中过表达但
在正常细胞中表达有限或缺乏的抗原，(2) 细胞毒性药物有效载荷，以及 (3) 
将细胞毒性药物连接到抗体的共价接头 1-4（图 17-1）。目前，在肺癌临床研发中，
ADC 的靶点包括在肿瘤细胞中表达的多种蛋白，如 HER2、HER3、MET、TROP2、
CEACAM5、DLL3、间皮素、EGFR 和 PTK7。根据作用机制，ADC 的细胞毒性有
效载荷成分大致分为 3 类：微管抑制剂（例如 DM1，emtansine 的药物有效载荷）、
拓扑异构酶抑制剂（例如 DXd，deruxtecan 的药物有效载荷）、DNA 裂解剂（例如，
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卡奇霉素、奥佐米星）。2,4越来越多的 ADC 正在积极研究中，用于治疗非小细胞肺
癌 (NSCLC) 和小细胞肺癌 (SCLC)，4（图 17-2），其中包括：

• 人类表皮生长因子受体 2（HER2 或 ERBB2）靶向的 ADC：已对恩美曲妥珠
单抗和德曲妥珠单抗在 HER2 蛋白过表达 5-7和 /或 HER2 突变 5,8,9肿瘤中
的效果进行了研究，结果表明，二者在 HER2 突变肿瘤（存在或不存在明显
的 HER2 蛋白过表达）中的活性较高。8,9 2022 年 8 月，美国食品药品监督管
理局 (FDA) 加速批准德曲妥珠单抗用于治疗之前接受过系统治疗且存在已激
活 HER2 (ERBB2) 突变（经 FDA 批准的测试检测到）的不可切除或转移性 
NSCLC 成年患者。10 FDA 针对该适应症批准的伴随式诊断是基于组织检测的 
Oncomine Dx Target Test（赛默飞世尔科技公司 [�ermoFisher Scienti�c]）和
基于血浆检测的 Guardant360 CDx (Guardant Health)。

• 人类表皮生长因子受体 3（HER3 或 ERBB3）靶向的 ADC：虽然 HER3 在多
种癌症类型中表现出异常表达，但在已经对 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 
产生耐药性的 EGFR 突变肺癌中，HER3 作为 ADC 靶点一直受到关注。11德
帕瑞妥单抗是一种 HER3 靶向 ADC，在一系列 HER3 蛋白表达的已知和未知 
EGFR TKI 耐药机制的肿瘤中显示出活性。12 2021 年 12 月，德帕瑞妥单抗获
得 FDA 突破性疗法标识，用于治疗在第三代 TKI 和铂类疗法治疗期间或之后
出现疾病进展的转移性或局部晚期 EGFR 突变 NSCLC 患者。13

• 肝细胞生长因子受体 (MET) 靶向 ADC：本图谱其他章节已经讨论了 NSCLC 
中的各种 MET 致癌驱动改变（见第 13 章）。利用免疫组织化学 (IHC) 评估发
现，替索单抗维多丁单一疗法在 MET 过表达肿瘤患者中表现出良好的抗肿瘤
活性，14有关这种疗法在多种情况下的效果正在积极研究中，包括在表现出 
MET 过表达的 EGFR 突变 NSCLC 中。15 2022 年 1 月，替索单抗维多丁获得 
FDA 突破性疗法标识，用于治疗具有高 MET 水平的晚期 /转移性 EGFR 野生
型、非鳞状 NSCLC 且在铂类治疗期间或之后出现疾病进展的患者。16

图 17-1.抗体药物偶联物的结构和特征（来源：Fu 等 3）
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• 滋养层细胞表面抗原 2 (TROP2) 靶向 ADC：TROP2 是一种在包括肺癌在内的
许多肿瘤中过表达的跨膜糖蛋白。德达博妥单抗是一种 TROP2 靶向 ADC，在 
NSCLC 中存在 17或不存在 18可操作的基因组改变情况下的效果正在研究中。
戈沙妥珠单抗是另一种 TROP2 靶向 ADC，多项临床试验正在研究其对 
NSCLC 的效果，4篮式试验已经证明其对 SCLC 患者表现出活性。19

• 癌 胚 抗 原 相 关 细 胞 粘 附 分 子 5（CEACAM5 或 CD66e） 靶 向 ADC：
CEACAM5 是一种在有些肺癌中表达增加的糖蛋白。SAR408701（瑞沃特赛妥
单抗）具有良好的抗肿瘤活性，CEACAM5 阳性非鳞状 NSCLC 的 3 期试验正
在对其效果进行评估。20

• NOTCH 配体 Delta 样蛋白 3 (DLL3) 靶向 ADC：DLL3 在大多数 SCLC 中高
度表达。特司林 -洛伐妥珠单抗在一项 2 期试验的三线环境中显示对 DLL3 
表达的 SCLC 具有适度活性，21但其总生存率比二线环境中的拓扑替康
差。22特司林 -洛伐妥珠单抗和其他 DLL3 靶向 ADC 在各种 SCLC 治疗环境
中的表现正在研究中。4

致癌突变靶向新药
目前正在开展多项有效靶向肺癌中常见致癌突变的工作，例如 KRAS 非 G12C 和 
PIK3CA 变异（见第 14 章）。这些治疗策略包括使用小分子抑制剂直接靶向突变蛋白

图 17-2.各种抗体药物偶联物 (ADC) 在非小细胞和小细胞肺癌中的作用机制正在研究中（来源：Desai 等 4 
© 2021 Elsevier B.V. 保留所有权利。）
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或调节下游激活信号，例如 MEK、AKT、mTOR、SOS1 和 SHP2，得到的效果各不
相同。23-25其他针对肺癌中经常发生共突变并与细胞内代谢改变和预后较差相关基因
（例如 STK11 和 KEAP1）的研究正在进行中。23,24,26目前这些疗法正在研究中，尚未
获得临床使用的监管批准。

新型免疫刺激疗法
尽管已经提出了无数治疗实体瘤患者的新免疫治疗策略，但目前还在评估
靶向 1 种或多种共刺激 T 细胞 /自然杀伤 (NK) 细胞受体或免疫抑制酶（例如 
LAG3、TIM3、TIGIT、NKG2A 和 CD73） 的 单 克 隆 抗 体 在 NSCLC 患 者 中
的效果。27-32目前正在不同的治疗环境中测试这些疗法，尚未获得临床使用的监管批准。

具有诊断潜力的分子分析新技术
随着治疗方式和靶点不断增多，新型分子分析工具也得到了快速发展，这些工具可
用于检测此类治疗靶点的表达 /位置或识别具有生物标志物潜力的其他标志物。已经
取得以下进展：(1) 提高检测方法同时囊括多种标志物的多重检测能力，(2) 增强标
志物识别的灵敏度，以提高检测 /定量的限度，(3) 使用可保留空间背景并 /或实现
单细胞分辨率的高维分子分析工具，以及 (4) 利用人工智能探索肿瘤形态，以预测突
变或基因融合事件。在系统提取信息并整合高维数据的计算方法上取得的显著进展
通常可用来对结果进行解释。

肿瘤样本的定量和空间分子分析
传统上用于对固定组织学切片中的分子标志物进行原位分析并保留形态学背景的方法
包括显色 IHC 和 DNA 片段或信使 RNA (mRNA) 转录本的原位杂交（ISH 或荧光 ISH 
[FISH]）。随着数字病理学的广泛应用，人工智能等计算工具的使用也在增加，其可通
过组织分割步骤量化 IHC/ISH/FISH 染色，同时对单个细胞进行计数，并测量用户定
义组织区室中的信号强度。这些分析的优点在于可定量输出，具有客观性，相对于基
于半定量的病理信号评分可重复性更高。针对 HER2 和 PD-L1 等治疗靶点，已经探索
了 IHC 染色玻片信号评估的自动化。33-37此类方法的主要局限性包括实施有难度、难
以实现一致快速的组织 /细胞分割，以及连续评分和监管框架的最佳报告存在不确定性。
多重免疫荧光 (mIF) 已越来越多地用于转化研究和生物标志物识别。该方法在

概念上类似于 IHC，使用与荧光团连接的抗体来检测组织切片中的蛋白质或核酸。
然而，与 IHC 不同的是，mIF 是一种发射信号生成方法，可提高其灵敏度和动
态范围。38,39此外，mIF 信号通常使用包含特定荧光滤光片的多光谱显微镜进行评估，
可客观分离信号通道并独立测量同一检测 /组合中包含的多个标志物。
多项研究分析了通过同时染色其他标志物确定的特定细胞群或肿瘤组织区室中 

HER2、PD-L1 和 EGFR 等治疗靶点的表达 40-42。（图 17-3）。还可以识别具有生物标
志物潜力的特定细胞群，例如肿瘤浸润淋巴细胞 (TIL)。43,44目前 mIF 系统性临床应
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用面临的挑战包括：确定具有超越临床单重 IHC 检测的明确生物标志物价值的检测
方法、在临床实验室实施稳健的自动化染色方案、信号评分和报告的标准化，以及
确立支持临床应用的监管框架。
组织样本空间分子成像还取得了其他进展，包括使用高复合方法，利用

抗体或 RNA 探针的金属标记，同时测量大量蛋白质和 /或 mRNA 转录本，
然后进行高能组织消融 45-47（图 17-4），使用或不使用微流体的循环染色方案，
48-50以及使用分子条形码方法来提高多重检测能力并最大限度地减少染色过程 
中的分子干扰。51-57这些方法可同时检测众多标志物，包括数十到数百种蛋白质和
多达数千种 mRNA 的转录本（图 17-5）。尽管这类方法中的大多数目前仅用于研究
环境，但预计将逐步融入类似的临床环境中。这类方法能够同时以空间分辨率检测
蛋白质和核酸，为确定肿瘤细胞中的治疗靶点和可操作的分子改变、测量其他细胞
群和肿瘤微环境特征提供了新的可能。采用这些高维方法面临的挑战包括成本高昂、
处理量有限、难以验证 /标准化，以及通常需要专业人员和资源进行复杂的数据分析。

结论
新型治疗靶点层出不穷，对应的新方法也不断涌现。虽然下一代测序和 IHC 等现有
技术足以满足某些需求，但新兴的多重方法仍有可能提供新的数据，从而为更好地
选择某些药物提供信息。尽管日益复杂的技术与精密的数据分析工具相结合会发现
目前还无法定义的生物标志物，但必须始终牢记，只有及时、实惠的临床应用才能
带来实际影响。

(A) (B)

(C)

(D)

图 17-3.使用多重免疫荧光对人类 NSCLC 中的治疗靶点和肿瘤浸润淋巴细胞 (TIL) 进行局部分析。(A) HER2 蛋白
（红色）在细胞角蛋白阳性肿瘤细胞（CK，绿色）中的表达和共定位。细胞核用 DAPI 染色。(B) 恶性肺腺癌细胞
中 EGFR 蛋白（红色）的膜 /核周型染色。(C) 用细胞角蛋白（绿色）和 DAPI（蓝色）染色后的肿瘤和视野（与 
B 组相同）。(D) 同时用 DAPI（蓝色），细胞角蛋白（绿色）、PD-L1（红色）、CD8（品红色）和 CD20+ TILs（黄色）
染色的低分化肺癌。
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图 17-5.配对原发性和转移性 NSCLC 的空间转录组分析。(A) 使用苏木精和伊红染色（左）研究固定肺癌切片的
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18分子检测结果和多学科分子肿瘤
委员会的职责
Paul Hofman、Chien-Feng Li、Andrew G. Nicholson 和 Shani Shilo

胸部肿瘤学的分子检测正迅速变得日益复杂，需要良好统筹才能妥善用于诊断或治疗。

分子检测结果报告
分子报告应列出基因名称、具体位点、外显子或检测的热点、分析易位产生融合基
因时发生的基因内含子序列，以及如果相关，还应列出用于评估肿瘤突变负荷的基
因组空间和用于评估微卫星不稳定性的测试微卫星类型。1必须始终提供对结果的解
释服务。根据潜在临床实用性制定的用于对分子改变进行分级的三个量表，将分子
靶点划分为不同的临床可操作性级别：

1. 分子病理学协会 (AMP)、美国医学遗传学与基因组学学会 (ACMG)、美国临
床肿瘤学会和美国病理学家学院关于报告癌症基因变异的联合共识建议

2. 欧洲肿瘤内科学会分子靶点临床可操作性量表
3. 区分 4 级可操作性和 3 级耐药性的 OncoKB1-3

这种分级有助于解释治疗决策的通用标准发展趋于一致。4所有分子发现都需
要根据最新证据进行分类，以区分良性改变、中性改变和致病性改变，即使是已确
认或可能发生的改变也要区分。为此，可以使用不同的在线数据库，包括 ClinVar、
My Cancer Genome、Cosmic 或 OncoKB。2,5-7其中，OncoKB 是第一个获得美国食
品药品监督管理局批准的体细胞突变档案库。8但值得注意的是，尤其是在较大的
组合测试中，可能会识别出某些具有潜在医学意义的基因组改变，但这些改变可能
与测试的主要目的（次要发现）无关。ACMG 推荐了一份次要基因发现 (SF) 列表，
应根据表型、外显率和可操作性在临床基因组测序中进行报告。9-12根据更新的 
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ACMG SF v3.1 列表，应报告与癌症表型、心血管表型、先天性代谢缺陷表型和杂项
表型（例如遗传性 TTR 淀粉样变性）相关的某些基因。12因此，对于已确诊的次要
发现的受试者，应转诊进行进一步评估并处理增加的疾病风险。13

多学科分子肿瘤委员会和肿瘤生物标志物结果解释
多学科肿瘤委员会，也称为多学科团队  (MDT)，召开会议决定利用循证组织方法评
估患者，以进行更有效的肿瘤学实践。不同的专家加入不同的肿瘤委员会。通常，
临床肿瘤学家、病理科医生、胸外科医生、放射科医生、放射肿瘤学家、肺科医生
和护士等加入胸部肿瘤学的 MDT。这些成员也应该加入分子肿瘤委员会 (MTB)，但
应与基因病理学家、分子科学家、信息科学生物学家和肿瘤学药剂师等其他专家一
起工作。最后，由于可以通过临床试验获取药物，研究 /临床试验协调员也可以加入 
MTB。由此，这些委员会成为促进不同专业人士之间辩论、讨论和整体沟通的强大
工具，是精准胸部肿瘤学发展的主要促进因素。

MTB 会议通常决定早期或晚期肺癌患者的护理标准 (SOC) 治疗方案，14因此，
MTB 被认为是通过减轻个人弱势、加强团队优势、增强体系力量来提高胸部肿瘤护
理质量的有价值工具。此外，MTB 成员根据患者的基因分析讨论并确定所有潜在的
治疗策略。15-18因此，如果晚期肺癌患者需要参加临床试验，可以咨询 MTB。16,19 
MTB 始终根据多学科讨论提供建议，包括考虑肺癌的特定分子改变以及与患者有关
的所有特征（例如，体能状态和合并症）。

MTB 成员讨论下一代测序 (NGS) 以及任何其他相关分子检测的结果，其中可
能包括逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 检测、阵列比较基因组杂交，甚至全外显子
组测序。MTB 通常对接疑难病例患者，给出的建议应按照以下参数明确记录：

• 驱动突变 /拷贝数 /结构变异，包括融合基因
• 可成药的分子改变
• 微卫星不稳定性
• 肿瘤突变负荷
• 表明耐药性的改变
• 组织切片中蛋白质的表达，尤其是 PD-L1
• MTB 的结论和建议
• 潜在的临床试验

需要根据检测到的变异致病性讨论治疗方案。变异的致病性由其致病能力决定。20对
于肺癌来说，如果已知变异会导致恶化，那么该变异就是致病性的。在这种情况下，要
根据 2015 年 ACMG/AMP 指南的改编版本对致病性进行分类。该指南提出了 5 层分类方
案（致病性、可能致病性、未知或不确定临床意义的变异 [VUS]、可能良性、良性）。21

然而，到目前为止，对于如何解释致病性尚未达成真正的（国际）国家共识。此外，寻
找并报告不同的致病胚系变异也很重要，因为其中一些变异可能与治疗相关性有关。22
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有些平台可以使用基于云的创新虚拟 MTB 技术，包括用于精准肿瘤学驱动癌
症护理的知识库和协作环境。23 MTB 还可以充当教学或大学医院的重要教育工具，
在这类环境中，需要通过介绍具有挑战性的病例来提供咨询。24

多学科分子肿瘤委员会以及肺癌患者的护理质量和结果
对于某些患者，例如具有非常罕见或复杂分子改变的患者、携带改变但未批准在临
床实践中使用靶向药物的肿瘤患者、患有致癌基因成瘾的肿瘤但对可用的分子药物
无反应的患者，或患有罕见胸部肿瘤但缺乏公认的治疗方法的患者，MTB 在诊断和
肿瘤进展方面都发挥着至关重要的作用。因此，在生成结果时管理检测和 MTB 的周
转时间非常重要。为了保证在有利的时间范围内开始靶向治疗，周转时间必须要适当。
根据国际指南，晚期非鳞状非小细胞肺癌最佳初始治疗所需的生物标志物检测必须
在 10 个工作日内完成。25

当肿瘤进展时，MTB 有必要进一步讨论患者的情况。可能也有必要开展额外的
分子检测或需要较大的基因组合；因此，需要在治疗的紧迫性和所需的延迟之间取
得平衡，以便收集数据并就下一步的治疗方案制定明智的决策。
此外，MTB 充分发挥作用，可促进胸部肿瘤学的最佳实践，不仅对在学术中

心接受治疗的患者有益，还会为更广大的肿瘤学界带来助益。因此，创建虚拟全球 
MTB 有益于胸部肿瘤学的发展。26与只能选择单个医生的患者相比，接受 MTB 治
疗方案的患者能够更好地匹配不同的基因组改变。15,27此类患者（与仅能接受医生
选择的治疗方案的患者相比）的无进展生存率和总生存率会显著延长。15,27

胸部肿瘤学多学科肿瘤委员会面临的挑战
尽管建议根据 MTB 的讨论结果安排肺癌患者护理，但仍然存在一些挑战。并非所有
的肺癌护理服务都由 MTB 管理。这种情况可能是因为资源不够，甚至在某些情况下，
人们不愿意对治疗展开讨论。与这种讨论更相关的是，是否可以运行 MTB，以及运
行的 MTB 如何与胸部 MDT 互动。对于有些服务，可以设法将分子数据讨论整合，
由主 MDT 负责，其他服务则可组织单独的会议。在后一种情况中，MTB 可能是讨
论胸部肿瘤的专门 MTB，也可能是考虑一系列肿瘤病例（包括肺癌）的一般 MTB。
还需要考虑分子检测和 MDT/MTB 病例评估之间重要的临床周转时间问题。许

多患者由于潜在肺癌的进展而面临病情迅速恶化的风险，因此，即使是短暂延迟也
会造成不利后果。然而，由于根据生物标志物确定的治疗方案越来越多，其中有些
方案由于毒性增强而不相容，需要时间才能提供所有需要的信息，导致等待时间延长。
疾病复发可能会使情况处理起来更加困难，因为重复活检、重复 NGS 分析和考虑临
床试验（通常需要强制重复活检）会有延迟。关于临床试验，复杂的纳入标准、冗
长的筛查程序，以及强制进行中央实验室分析也可能会使延误时间更长，尤其是因
为许多临床试验，特别是行业赞助的试验，需要集中的实验室检测来确认生物标志物，
而不接受在认可的当地实验室进行的分析。
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尽管在患者的分子数据支持下，可以使用广泛批准的药物、接受临床试验或标
签外治疗，有些治疗方案在其他地方可以获取，但在有些卫生系统获取可能就会受
到限制。利用任何适当的分子分析进行的试验从来都不会有普遍获取的机会。与进
行检测或开展适当的讨论相比，获取药物可能是生物标志物驱动治疗的更大障碍。
MTB 可以开发和使用数字工具，帮助整合临床和基因组图谱并搜索可用的临床试验，
未来此类开发可以使用人工智能来改进决策。在资源允许的情况下，MTB 应效仿 
I-PREDICT 试验的成功做法，吸纳能够促进药物获取的人员。28

目前，尚无分子检测报告和 MTB 操作报告的国际指南，导致各国和机构之间存
在巨大差异。29因此，需要加大工作力度，为分子改变在可操作性、治疗适应症以
及后续结果数据的有效记录方面的呈现和解释确立适当标准。
最后，由于 MTB 提供的建议可能超出指南中治疗方案的界限，因此对 MTB 的

运行、建议及建议实施进行审查、评估和审计很重要。可以建立病例审查和结果登
记册，这样可以提高 MTB 的教育价值，并有助于评估具有罕见可操作变异的肺癌患
者队列的反应模式。最终，MTB 建议不仅可以使个体患者受益，通过研究还会使后
代肺癌患者受益。
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19分子生物标志物检测算法
Ming-Sound Tsao、Fernando Lopez-Rios、Erik Thunnissen、 
Jhanelle E. Gray、Yasushi Yatabe、Teh-Ying Chou、 
Justin F. Gainor 和 Ivy Elkins

批准用于治疗肺癌患者的新生物标志物引导疗法日渐增多，肺癌的分子检测算法也
不断发展。本章重点介绍肿瘤组织活检或切除标本的检测算法，关于液体活检的算
法在第 4 章中已提及。
基于免疫组织化学的预测性蛋白质生物标志物检测也作为分子检测的一部分在本

章中进行介绍。能够达到预期目的潜在算法有很多。本章探讨了一些可能性，也介
绍了一些满足当地需求的其他版本的开发原则。读者可参阅相关章节，详细了解与
特定基因相关的检测问题。

肺癌诊断中的分子检测算法
只有确诊癌症后再进行预测性生物标志物检测来指导疗法；这种检测不能用作确诊
之用。大多数肺癌的分子检测都在活检标本上进行，因为 60%-70% 的肺癌患者在临
床诊断时都已到晚期 (IIIB-IV)。在整个过程当中，无论检测的范围广泛与否，都应
遵循 3 个主要原则：

1. 速度⸺周转时间至关重要，因为肺癌晚期患者的情况可能会迅速恶化。
2. 准确度⸺对于癌症诊断和正确的分子分析来说都至关重要。
3. 合适的检测方法⸺涵盖所有可用药物靶点的完整基因图谱。

在这种情况下，病理科医生必须了解国际肺癌研究协会 (IASLC) 多学科专家
在 2011 年提出的病理学最佳实践中的建议，即“不仅要将组织标本用于诊断，还
应最大限度增加可用于分子研究的组织数量。”1这一原则随后应用在世界卫生
组织 (WHO) 第四、五版两肺癌和胸腔癌症分类中。2,3根据这一原则，在以前的 
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IASLC 图谱 4,5中采用了福尔马林固定石蜡包埋 (FFPE) 肿瘤活检块的初始切片算法
（图 19-1）。

同时，这一原则鼓励对肺癌病理进行最小组别的诊断标记物分类，但仅在需要
时进行，因为使用 TTF1 和 p40 能够减少非小细胞肺癌的数量，即没有特别说明 
(NSCLC-NOS) 的病例数量降到 ５% 至 10% 以下（图 19-2）。6按照这种思路，现已
公布肺癌诊断免疫组织化学的最佳实践建议。7

非小细胞肺癌晚期的分子检测
最常用的检测算法以当前的美国国家综合癌症网络　(NCCN)、欧洲肿瘤内科学会 
(ESMO) 以及美国病理学家学院 (CAP) / IASLC /分子病理学协会 (AMP) 指南为基础，
主要针对 NSCLC 晚期患者（见第 6 章）。图 19-3 展示了检测工作流程中 2 个选项。
选项 A 使用更为全面的下一代测序 (NGS) 组测定作为分子分析的主要技术，选项 
B 使用结合了单一分析物聚合酶链反应 (PCR) 测定和免疫组织化学 /荧光原位杂交 

图 19-1.充分利用组织进行诊断和分子生物标志物检测的策略待制备的未染色切片的数量由机构 /部门
的最佳组织使用策略来决定，以减少组织样本损失，缩减周转时间。许多实验室在专用切片机上切割 
DNA/RNA 提取切片，防止交叉感染。缩略词：H&E = 苏木精和伊红；IHC = 免疫组织化学（来源：Tsao 等。8）
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(IHC/FISH)（ALK、ROS1、RET 和 NTRK）测定。选项 A 中的 NGS 组合和选项 B 
中的单个标记物测定的选择主要受到多个局部因素影响，包括可用的资金机制、组织
数量、各种检测技术／分析平台和专业知识、有特定改变（如 EGFR 突变）的当地人
群患病率、已获批的标记物选择疗法的数量以及所需的周转时间。通常来说，（根据
美国临床肿瘤学会 [ASCO]、ESMO 和 NCCN 的建议）需要检测的分子标志物数量很
大，比起单一分析物检测的组合，选项 A（NGS 优先）效率更高，成本更低。9-11

未知阶段的反射性和／或 NSCLC 早期的分子检测
通常在诊断时，按照常规进行反射性预测性生物标志物检测（见第 6 章）。在这种情
况下，对于要求进行生物标志物检测的病理科医生来说，临床分期的信息可能会不
完整或处于未知状态；因此，这种算法可能与分期无关，但是或许适用于可能需要
手术切除的 NSCLC 早期 (I-IIIA) 患者（图 19-4）。反射检测的优点在于能够让生物
标志物检测结果快速用于治疗决策 12,13，并且能够在疾病的早期阶段，识别出可采
用新辅助免疫疗法或辅助靶向疗法来进行治疗的患者。尽管如此，整个多学科团队
都应该知晓围手术期中预测性生物标志物检测所带来的挑战。14

图 19-2.指导肺癌预测性份子检测的诊断算法。所有的非鳞状 NSCLC 应进行全面的分子检测。在一些
情况下，进行分子检测时应考虑 SQCC 和 LCNEC（例如，非吸烟者或者从不吸烟者的 SQCC）。缩略词：
ADC = 腺癌；ADSQC = 腺鳞状癌；LCNEC = 大细胞神经内分泌癌；NE = 神经内分泌；NOS = 没有特别
说明；NSCLC = 非小细胞肺癌；SCLC = 小细胞肺癌；SQCC = 鳞状细胞癌。（改编自 Travis 等以及 WHO 
肿瘤分类编辑委员会。2,3）
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特殊情况下及 EGFR 突变高发国家的分子检测
通常，这些指南（如 NCCN、ESMO、CAP/IASLC/AMP、ASCO）是根据现有的最
新临床数据来制定的，适用于卫生系统资源丰富的国家，但是通过 NGS 进行全面的
分子检测在很多情况下（图 19-5A）都不可行或不适用。在这些情况下，可以采用替
代简化算法或更为实用的检测算法（图 19-5A）。在 EGFR 致敏突变高发的地方（如东
亚国家），优先考虑 EGFR 和 PD-L1 检测算法的成本更低 15,16（图 19-5B、C）。但是
只能在遵循多学科的一致决定时才能采用这些替代检测算法。另一种新兴的、节省成
本的实践方法以成瘾性致癌驱动因素的相互排他性为基础，首先使用 DNA-NGS 组合，
只有当无法识别驱动突变时，才会对融合基因（以及可能会出现的 MET 外显子 14 跳
跃突变）进行 RNA-NGS。但是任何检测测序都意味着会延迟确定后续步骤中的靶点。

结论
为了让肺癌患者获得精准肿瘤学的最佳收益，预测性生物标志物检测必不可少。虽
然通过 IHC 对 EGFR、ALK、ROS1、RET、NTRK、BRAF、KRAS、MET、HER2 
和 PD-L1 使用 NGS 进行全面分子检测是可取的，但许多情况会影响到这种完整检测
算法的实用性。包括组织的可用性、资金、可用的平台、专业技术，尤其是生物标
志物驱动治疗药物的可用性。通常建议采用任何检测算法时都要基于考虑这些因素
的多学科投入。

图 19-3. NSCLC 晚期患者的检测工作流程。（选项 A）进行前期的 NGS 和 PD-L1 IHC。第一批 NGS 组中的确切基因可
能会有所不同，取决于可用的平台 /组以及 DNA 和 RNA 方法。（见第 5 章）。（选项 B）进行单一分析物检测。单一
基因检测、测定选择以及检测顺序的确切基因取决于当地资源、识别突变的可能性（当地的患病率，如 EGFR  [见本文 ]）
以及 MDT 偏好。样本中的肿瘤细胞含量也是最佳方法的决定因素。杂交捕获 NGS 的敏感度低至肿瘤含量的 20%。
敏感靶向测定，例如液滴数字 PCR、实时 PCR 以及一些基于扩增子的 NGS，敏感度都低至 5%。(*) 在可能的情况下，
如果第一个 NGS 组不包括临床试验已有治疗中的其他基因 /突变，可以考虑第二个更大的 NGS 组。缩略词：FISH = 
荧光原位杂交；IHC = 免疫组织化学；MDT = 多学科团队；NGS = 下一代测序；PCR = 聚合酶链反应；RT-PCR = 逆
转录聚合酶链反应。
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20总结与未来展望
Ming-Sound Tsao、James Chih-Hsin Yang、Lynette M. Sholl、 
Wendy A. Cooper、Daniel SW Tan 和 Keith M. Kerr

在精准肿瘤学中，分子检测是推动实施生物标志物驱动的靶向治疗的引擎。在仅仅
十年间，我们已经从必须检测肺癌中的单一标志物 (EGFR) 发展到可以检测至少 10 
种标志物 (EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS, RET, NTRK, MET, HER2, PD-L1)。幸
运的是，分子检测技术也取得了长足进展。虽然之前国际肺癌研究协会 (IASLC) 肺
癌预测性生物标志物检测图谱单独介绍了 1 或 2 个标志物 (ALK, ALK/ROS1, EGFR, 
PD-L1)，但发布单个标志物图谱已经没有实际意义。本特别版本旨在明确靶向治疗
肺癌的分子检测最新技术和科学原理。
显然，生物标志物检测复杂多样，涉及许多在样本采集和处理、检测技术、检测开发、

实施和临床应用方面具有专业知识的利益相关方。至关重要的是，检测策略必须根据
患者实际情况制定，使患者易于获取，并从结果中受益。因此，各章节设定目的明确，
由多学科作者团队负责完成。本图谱有些章节和之前一个或多个 IASLC 图谱的某些章
节相同，因为这些章节的内容是分子生物标志物检测最佳实践的基本要求，其中包括
样本采集和分析前样本处理、报告和检测结果解释的问题，以及分析质量保证的要求。
在本版图谱中，我们在检测技术章节中加入了下一代测序，这是目前最先进的分

析方法，可对癌症中发生大量基因组畸变进行多重检测。随着临床肿瘤学日益复杂，
有多种类别相似或不同代际的药物可供使用，针对每个容易处理的基因，我们都介
绍了最先进的治疗方法，为所描述的生物标志物检测提供了背景。我们还在检测指
南和算法章节从全球视角介绍了分子生物标志物检测的复杂性，尽管为适应本出版
物的性质已经作了简化处理。
毫无疑问，随着我们对肺癌分子病理学、纳米技术、计算和信息学的不断了解，

分子检测的范围、深度和广度将继续扩展。这种扩展已经开始，而且进展迅速，可能
会呈指数级增长。谨在此简要讨论一下未来的挑战和潜力。
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肿瘤组织基因组检测的未来
虽然液体活检目前是治疗进展时期识别靶向治疗潜在耐药机制的首选
方 法， 但 人 们 正 在 努 力 将 这 种 方 法 提 升 为 初 始 诊 断 的 基 线 检 测。1-3 

后者在一定程度上仍然受到检测灵敏度的限制，特别是在融合和基因拷贝数方面，4

可以通过其他技术进步来解除这种限制，例如使用血浆无细胞或外泌体衍生 RNA 来
检测基因融合。5,6

虽然液体活检似乎可以取代肿瘤组织检测或使肿瘤组织检测变得多余，但组织和
血液检测更有可能作为互补方法并行发展。7肿瘤诊断、亚型分型和免疫组织化学生
物标志物是基本要求。目前，液体活检在某些基因组改变方面存在敏感性和特异性问
题，无法进行明确的肿瘤诊断和分类。只有在成本和资金不成问题的情况下，才能够
实施平行组织和液体检测；然而，这可能会成为全球大多数患者的主要障碍，需要深
入审议以开发未来使用的检测算法，包括克服吸收派生数据和理解其含义的挑战。

微小残留病变检测、监测治疗效果和疾病进展
目前，人们工作的重点是应用液体活检来检测微小残留病变 (MRD)，并利用 MRD 
监测疾病进展，预测患者可能出现的结果，并尽可能改变治疗过程（见第 4 章“临
床应用”部分）。这种方法的非侵袭性加速了对其临床应用的评估。8为了将液体活
检用于 MRD 检测，需要解决的基本问题包括此类技术的灵敏度和特异性。虽然目前
工作的重点主要是检测基因组 DNA，但正在对使用甲基化 DNA/RNA 和环状 RNA 
进行更广泛的研究。9-11

肺癌早期检测
当前用于早期肺癌检测的最先进技术使用低剂量螺旋计算机断层扫描 (CT)，但其成
本高昂、通量低、特异性不佳。应用放射组学和人工智能来提高 CT 筛查的性能是一
个重要的研究方向。12联合具有高灵敏度和特异性的补充检测（例如血液中的（表
观）基因组标志物或呼吸中的挥发性有机化合物）可以大大增强实施基于人群的早
期检测计划的能力。13,14循环肿瘤 DNA 作为肺癌早期检测方法正在广泛研究中，但
其灵敏度和特异性对于早期肿瘤检测而言并不理想。15与 MRD 检测类似，涉及甲基
化 DNA 和环状 RNA 的新标志物也正在研究中。16,17

机器学习与人工智能
随着基因组检测日益全面，要求的生物信息学日益复杂耗时，人工智能和机器学习
技术可能会越来越多地用于临床基因组诊断，可能涉及基因组分析的各个步骤，例
如变异调用和分类、基因组注释和基因型 -表型预测。18
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其他肺癌类型和胸部癌症的检测
除特殊情况外，目前基因组分析实践主要集中在非鳞状细胞癌、非小细胞肺癌，但
预测性生物标志物检测对鳞状细胞癌、小细胞癌和其他胸部恶性肿瘤（如间皮瘤和
胸腺肿瘤）的影响尚未完全明确。当新的治疗脆弱性出现进而发现相应的疗法时，
例如涉及肿瘤代谢、氧化应激反应通路以及肿瘤微环境中细胞和非细胞成分的脆弱
性和疗法，这类影响很可能就会明确。19-21

结论
在本《IASLC 肺癌靶向治疗分子检测图谱》中，我们概述了目前与肺癌靶向治疗相
关的各个基因以及影响其评估的因素，例如样本采集、检测技术、检测方法、算法
以及分子检测的全球变化。我们提供了临床分子检测的最新情况，对各类肺癌医护
人员及其患者而言都具有价值，有望为肺癌临床护理的进一步发展奠定基础。
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Myers Squibb)、阿斯利康 (AstraZeneca)、Oncologica。Leighl 博士没有相关披露。Li 博士没有信息可披露。Lin 博士没有信息可披露。J. Lin 博
士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用和其他支持：辉瑞 (P�zer)、诺华 (Novartis)、Hengrui �erapeutics、Turning 
Point �erapeutics、Neon �erapeutics、Relay �erapeutics、基因泰克 (Genentech)/罗氏诊断 (Roche)、Linnaeus �erapeutics、Nuvalent、C4 
�erapeutics、Mirati �erapeutics、再生元制药公司 (Regeneron)、蓝图医药 (Blueprint Medicines)。Liu 博士披露其在提交的著作范围以外获
得了以下企业提供的个人费用和资助：安进 (Amgen)、阿斯利康 (AstraZeneca)、拜耳 (Bayer)、百济神州 (BeiGene)、蓝图医药 (Blueprint 
Medicines)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、Catalyst Pharmaceuticals、第一三共株式会社 (Daiichi 
Sankyo)、卫材 (Eisai)、Elevation Oncology、基因泰克 (Genentech)/罗氏诊断 (Roche)、吉利德 (Gilead Sciences)、Guardant Health、杨森制药 
(Janssen)、爵士制药 (Jazz Pharmaceuticals)、礼来 (Lilly)、默克 (Merck)/默沙东 (MSD)、诺华 (Novartis)、再生元制药公司 (Regeneron)、赛诺
菲 (Sano�)、 武 田 (Takeda)、Turning Point �erapeutics、 阿 尔 凯 默 斯 (Alkermes)、Merus、Nuvalent、 辉 瑞 (P�zer)、RAPT、Candel 
�erapeutics。Lopez-Rios 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助和个人费用：赛默飞世尔科技 (�ermo Fisher 
Scienti�c)、罗氏诊断 (Roche)、礼来 (Lilly)、辉瑞 (P�zer)、武田 (Takeda)、杨森制药 (Janssen)、默沙东 (MSD)、阿斯利康 (AstraZeneca)、百
时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、拜耳 (Bayer)。Mezquita 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助、个人费用、非金
融支持，以及其他形式的研究资助 /资金：百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、安进 (Amgen)、
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Stilla、Inivata、阿斯利康 (AstraZeneca)；咨询：罗氏诊断 (Roche) 和武田 (Takeda)；教育活动：百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb) 和武田 
(Takeda)；基础医学：杨森制药 (Janssen)；差旅 /住宿 /费用：罗氏诊断 (Roche)、武田 (Takeda)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、杨森
制药 (Janssen)。Mino-Kenudson 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用：阿斯利康 (AstraZeneca)、赛诺菲 (Sano�)、
百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、杨森制药 (Janssen)、爱思唯尔 (Elsevier)。Nicholson 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下机构
平台提供的个人费用和资助：默克 (Merck)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、辉瑞 (P�zer)、诺华 (Novartis)、阿斯利康 (AstraZeneca)、
百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、罗氏诊断 (Roche)、艾伯维 (AbbVie)、Oncologica、UpToDate、欧洲肿瘤内科学会、Liberum、Takeda 
UK、赛诺菲 (Sano�)。Ou 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用和其他支持：Turning Point �erapeutics、
Elevation Oncology、辉瑞 (P�zer)、强生 (Johnson & Johnson)/杨森制药 (Janssen)、礼来 (Lilly)、百济神州 (BeiGene)。Papotti 博士披露其在提
交的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用：礼来 (Eli Lilly)、罗氏诊断 (Roche)、阿斯利康 (AstraZeneca)、辉瑞 (P�zer)。Planchard 博
士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用：阿斯利康 (AstraZeneca)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、新基 (Celgene)、
第一三共株式会社 (Daiichi Sankyo)、礼来 (Eli Lilly)、默克 (Merck)、诺华 (Novartis)、辉瑞 (P�zer)、prIME Oncology、Peer CME、罗氏诊断 (Roche)、
三星 (Samsung)、艾伯维 (AbbVie)、杨森制药 (Janssen)、葛兰素史克 (GlaxoSmithKline)；参与以下企业的临床试验研究（作为主要研究者或
合作研究者）：阿斯利康 (AstraZeneca)、艾伯维 (AbbVie)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、葛兰
素史克 (GlaxoSmithKline)、礼来 (Eli Lilly)、默克 (Merck)、诺华 (Novartis)、辉瑞 (P�zer)、罗氏诊断 (Roche)、MedImmune、赛诺菲 ·安万特 
(Sano�-Aventis)、Taiho Oncology、Novocure、第一三共株式会社 (Daiichi Sankyo)、杨森制药 (Janssen)。Raez 博士披露其在提交的著作范围
以外获得了以下企业提供的资助：百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、阿斯利康 (AstraZeneca)、基因泰克 (Genentech)、默克 (Merck)、安进 
(Amgen)、Guardant Health、Natera、NantHealth。Rekhtman 博士没有相关披露。Remon 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业
提供的个人费用和其他支持：默沙东 (MSD)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、辉瑞 (P�zer)、OSE Immunotherapeutics、百时美施贵宝 
(Bristol Myers Squibb)、阿斯利康 (AstraZeneca)、罗氏诊断 (Roche)、武田 (Takeda)、杨森制药 (Janssen)。Roden 博士披露其在提交的著作范
围以外获得了 UpToDate 和病理学学习中心 (Pathology Learning Center) 提供的个人费用。Rolfo 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下
机构平台提供的个人费用：勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、LUNGevity、安进 (Amgen)、MedSTAR、杨森制药科学事务部 (Janssen 
Scienti�c A�airs)、MH UVE EVENTS、Guardant Health、Diverse Hub、再生元制药公司 (Regeneron)、通用动力信息技术公司 (General 
Dynamics Information Technology, GDIT)、拜耳 (Bayer)、默克雪兰诺 (EMD Serono)、阿斯利康 (AstraZeneca)、CEA、罗氏诊断 (Roche)、
COR2ED、BostonGene、赛诺菲健赞 (Sano�-Genzyme)、Intellisphere、Physicians Education Resource、第一三共株式会社欧洲子公司 (Daiichi 
Sankyo Europe GmbH)、OncLive、Mirati �erapeutics、卫材 (Eisai)、Boston Pharmaceuticals、诺华 (Novartis)、百时美施贵宝 (Bristol Myers 
Squibb)、livanta、ArcherDx。Rotow 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用和资助：阿斯利康 (AstraZeneca)、辉
瑞 (P�zer)、艾伯维 (AbbVie)、Gritstone Oncology、礼来 (Eli Lilly)、武田 (Takeda)、赛诺菲健赞 (Sano�-Genzyme)、基因泰克 (Genentech)、
Guardant Health、杨森制药 (Janssen)、BioAtla、RedCloud、蓝图医药 (Blueprint Medicines)、双环肽平台技术公司 (Bicycle �erapeutics)。
Schalper 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助：Navigate Biopharma、Tesaro/葛兰素史克 (GlaxoSmithKline)、莫德纳
公司 (Moderna Inc.)、武田 (Takeda)、Surface Oncology、皮尔法伯 (Pierre-Fabre Research Institute)、默克 (Merck)、百时美施贵宝 (Bristol 
Myers Squibb)、阿斯利康 (AstraZeneca)、Ribon �erapeutics、礼来 (Eli Lilly)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、罗氏诊断 (Roche)、
Akoya Biosciences；获得以下机构平台提供的个人费用：Clinica Alemana Santiago、沙塔克实验室 (Shattuck Labs)、阿斯利康 (AstraZeneca)、
默 克 雪 兰 诺 (EMD Serono)、 武 田 (Takeda)、Torque/Repertoire �erapeutics、Agenus、Genmab、 昂 阔 医 药 (OnCusp)、Parthenon 
�erapeutics、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、罗氏诊断 (Roche)、CDR-Life、Sensei �erapeutics、Molecular Templates、默克 (Merck)；
获得以下机构平台联合提供的个人费用：武田 (Takeda)、Fluidigm、默克 (Merck)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、PeerView、
Forefront。Sequist 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助和个人费用：阿斯利康 (AstraZeneca)、基因泰克 (Genentech)、
诺华 (Novartis)、Del� Diagnostics、杨森制药 (Janssen)、杨森制药 (Janssen)、辉瑞 (P�zer)。Shilo 女士没有信息可披露。Sholl 博士披露其在提
交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助、个人费用和其他支持：基因泰克 (Genentech)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、阿斯利康 
(AstraZeneca)、礼来 (Lilly)、GV20 �erapeutics。Skanderup 博士没有信息可披露。Solomon 博士没有信息可披露。Stone 博士披露其在提交
的著作范围以外获得了以下企业提供的酬金：阿斯利康 (AstraZeneca)、默沙东 (MSD)、Limbic、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)；获得阿
斯利康 (AstraZeneca) 和 Pinnacle Healthcare 提供的个人费用。Tan 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助和个人费用：
诺华 (Novartis)、拜耳 (Bayer)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、阿斯利康 (AstraZeneca)、礼来 (Eli Lilly)、Loxo、默克 (Merck)、辉瑞 (P�zer)、
罗氏诊断 (Roche)、武田 (Takeda)、葛兰素史克 (GlaxoSmithKline)、Merrimack。�unnissen 博士没有信息可披露。Tsao 博士没有信息可披露。
Van Schil 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助和个人费用：百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、默沙东 (MSD)、阿
斯利康 (AstraZeneca)、杨森制药 (Janssen)、罗氏诊断 (Roche)；国际肺癌研究协会 (IASLC) 候任主席和比利时心胸外科协会 (BACTS) 财务主管。
Wakelee 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用、资助和非金融支持：阿斯利康 (AstraZeneca)、蓝图医药 (Blueprint 
Medicines)、Mirati �erapeutics、 基 因 泰 克 (Genentech)/ 罗 氏 诊 断 (Roche)、 默 克 (Merck)、 艾 森 生 物 (ACEA Biosciences)、Arrys 
�erapeutics、阿斯利康 (AstraZeneca)/MedImmune、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、Clovis Oncology、诺华 (Novartis)、Seagen、
Xcovery、赫尔森 (Helsinn)。Wistuba 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助和个人费用：基因泰克 (Genentech)/罗氏
诊断 (Roche)、拜耳 (Bayer)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、阿斯利康 (AstraZeneca)、辉瑞 (P�zer)、HTG Molecular Diagnostics、
Asuragen、默克 (Merck)、葛兰素史克 (GlaxoSmithKline)、Guardant Health、Flame Biosciences、诺华 (Novartis)、赛诺菲 (Sano�)、第一三共
株式会社 (Daiichi Sankyo)、安进 (Amgen)、Oncocyte、默沙东 (MSD)、Platform Health、Adaptive Biotechnologies、Adaptimmune、默克雪
兰诺 (EMD Serono)、武田 (Takeda)、Karus、强生 (Johnson & Johnson)、4D Pharma、Iovance、Akoya Biosciences、杨森制药 (Janssen)、再生
元制药公司 (Regeneron)、Merus。Wu 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助、个人费用和其他支持：阿斯利康 
(AstraZeneca)、百济神州 (BeiGene)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、Hengrui �erapeutics、罗
氏诊断 (Roche)、诺华 (Novartis)、武田 (Takeda)、礼来 (Eli Lilly)、默沙东 (MSD)、辉瑞 (P�zer)、赛诺菲 (Sano�)。J. Yang 博士披露其在提交
的著作范围以外获得了以下企业提供的个人费用和其他支持：安进 (Amgen)、阿斯利康 (AstraZeneca)、拜耳 (Bayer)、勃林格殷格翰 (Boehringer 
Ingelheim)、百时美施贵宝 (Bristol Myers Squibb)、第一三共株式会社 (Daiichi Sankyo)、礼来 (Eli Lilly)、德国默克 (Merck KGaA, Darmstadt, 
Germany)、默沙东 (Merck Sharp & Dohme)、诺华 (Novartis)、小野制药 (ONO Pharmaceutical)、辉瑞 (P�zer)、基因泰克 (Genentech)/罗氏诊
断 (Roche)、武田 (Takeda Oncology)、Yuhan Pharmaceuticals、强生 (Johnson & Johnson)、Puma Technology、吉利德 (Gilead Sciences)、葛
兰素史克 (GlaxoSmithKline)。S-R. Yang 博士披露其在提交的著作范围以外获得了 PRIME Education, LLC 提供的个人费用；与以下企业就相关
研究签订合同：ArcherDx、Chugai Pharmaceutical、赛默飞世尔科技 (�ermo Fisher Scienti�c)、NEC、柯尼卡美能达 (Konica Minolta)；加入
艾伯维 (AbbVie) 的顾问委员会并获得酬金；为以下企业做讲座并获得酬金：拜耳 (Bayer)、礼来 (Eli Lilly)、辉瑞 (P�zer)、安捷伦 Dako (Agilent 
Dako)、ArcherDx、希森美康 (Sysmex)、勃林格殷格翰 (Boehringer Ingelheim)、Yansen-Pharma、罗氏诊断 (Roche)/Ventana；加入以下企业
的顾问委员会，为其做讲座，并获得酬金：安进 (Amgen)、小野制药 (ONO Pharmaceutical)、第一三共株式会社 (Daiichi Sankyo)、默克制药 (Merck 
biopharma)、默沙东 (MSD)、诺华 (Novartis)、阿斯利康 (AstraZeneca)、Chugai Pharmaceutical、赛默飞世尔科技 (�ermo Fisher Scienti�c)、
武田 (Takeda)。Yu 博士披露其在提交的著作范围以外获得了以下企业提供的资助和个人费用：阿斯利康 (AstraZeneca)、第一三共株式会社 
(Daiichi Sankyo)、Cullinan Oncology、诺华 (Novartis)、Black Diamond、蓝图医药 (Blueprint Medicines)、杨森制药 (Janssen)、辉瑞 (P�zer)、
Erasca、Taiho Oncology、艾伯维 (AbbVie)。


