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·临床论著· 

非小细胞肺癌组织中EML4-ALK 融合基因 
与ERCC1 和 RRM1 mRNA 表达的关系 

田宁  张侠  高文斌  许春伟  张玉萍 

【摘要】  目的  探讨 NSCLC 组织中棘皮动物微管样蛋白 4-间变淋巴瘤激酶（EML4-ALK）融合基因

与切除修复交叉互补蛋白 1（ERCC1）和核苷酸还原酶亚单位 M1（RRM1）mRNA 表达的关系。方法  应
用实时荧光定量 PCR方法检测 257例NSCLC组织中 EML4-ALK基因以及 ERCC1和RRM1 mRNA的表达。

结果  NSCLC 组织中 EML4-ALK 融合基因阳性率占 4.28%（11/257），在不吸烟患者中较高（P＜0.05）；

ERCC1 mRNA 高表达占 47.47%（122/257），RRM1 mRNA 高表达占 61.87%（159/257）。与未检测到

EML4-ALK 融合基因阳性的 NSCLC 患者比较，EML4-ALK 融合基因阳性与 ERCC1 mRNA 表达水平无关

（P＞0.05）；NSCLC 组织中，EML4-ALK 融合基因阳性与 RRM1 mRNA 表达水平无关（P＞0.05）；但 ERCC1 
mRNA 表达水平与 RRM1 mRNA 表达水平相关（P＜0.05）。结论  NSCLC 组织中 EML4-ALK 融合基因

阳性患者不能从以铂类和他滨类一线化疗药中获益，因此仍需进一步探索更有效的个体化治疗方案，特别

是对 EML4-ALK 融合基因选择性抑制剂克唑替尼原发或继发耐药部分患者的个体化治疗方案。 
【关键词】  癌，非小细胞肺；  棘皮动物微管样蛋白 4-间变淋巴瘤激酶；  切除修复交叉互补蛋白 1；  

核苷酸还原酶亚单位 M1；  分子检测；  个体化治疗 
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【Abstract】  Objective  To study the relationship of echinoderm microtubule-like protein 4-anaplastic 
Lymphoma kinase (echinoderm microtubule associated protein like 4-anaplastic Lymphoma kinase, EML4-ALK) 
integration and excision repair cross complement protein 1 gene (excision repair cross-complementation Group 1, 
ERCC1) and nucleotide reductase subunits M1 (ribonucleotide reductase subunit, M1)  mRNA expression in 
NSCLC tissue. Methods  Application of real-time fluorescent quantitative PCR method to detected the 
EML4-ALK gene in 257 patients  and the expression of ERCC1 and RRM1mRNA. Results  EML4-ALK fusion 
gene-positive rate was 4.28%（11/257），not in smokers was higher (P＜0.05);  ERCC1 mRNA high expression 
was 47.47% (122/257), RRM1mRNA high expression was 61.87%(159/257). Compared with not detected 
EML4-ALK fusion gene-positive, EML4-ALK fusion gene-positive had nothing to do with  ERCC1mRNA 
expression (P＞0.05); in NSCLC tissue, EML4-ALK fusion gene-positive had nothing to do with  the level of 
RRM1mRNA expression (P＞0.05), and also  the level of expression of RRM1mRNA and ERCC1mRNA (P＜
0.05). Conclusion EML4-ALK fusion gene-positive in NSCLC tissue could not benefit from first-line 
chemotherapy drugs Platinum and gem class, therefore required to  explore more effective individualized 
treatment programmes, particularly the EML4-ALK fusion gene selective inhibitor erlotinib with primary or 
secondary drug resistance section of the individualized treatment plan.   
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在全球范围内，肺癌已跃居成为发病率和死亡率

最高的恶性肿瘤[1]。肺癌中非小细胞肺癌（non-small 
cell lung cancer，NSCLC）约占 80%～85%[2]。棘皮动

物微管样蛋白 4- 间变淋巴瘤激酶（ echinoderm 
microtubule associated protein like 4-anaplastic 
lymphoma kinase，EML4-ALK）是 2007 年发现的由棘

皮动物微管相关蛋白 4 （ echinoderm microtubule 
associated protein-like 4，EML4）与渐变性淋巴瘤激酶

（anaplastic lymphoma kinase，ALK）基因融合而成的

肺癌特异性融合基因，其在肺癌患者中的阳性率约为

3%～8%[3]。EML4-ALK 融合基因阳性具有与 EGFR
基因突变互斥性。NSCLC 患者中最常见的 EML4-ALK
融合基因变异体是变异体 1、2 和 3。变异体 1 的阳性

率约为 33%，变异体 3 的阳性率约为 29%，变异体 2
的阳性率约为 9%，这 3 种变异体占所有变异体的大多

数，其他的多种变异体所占比例均较低[4-10]。 
近年来多项研究证实显示，核苷酸切除修复

（nucleotide excision repair，NER）是主要的修复途径，

NER 在化疗药物的抵抗中发挥重要作用，是导致肿瘤

细胞对铂类耐药的一个重要机制。切除修复交叉互补

基因 1（excision repair cross-complementation group 1，
ERCC1）是 NER 和链内交联修复这 2 种 DNA 修复途

径中的关键基因[11]，它的过表达可使停滞在 G2/M 期

的损伤 DNA 迅速修复导致其对铂类耐药[12]。核苷酸还

原酶亚单位 M1（ribonucleotide reductase subunit M1，
RRM1）为 DNA 合成与修复提供脱氧核糖核酸[13]。 

肺癌患者 ERCC1 和 RRM1 低表达时，分别对以

铂类和他滨类为基础的化疗的有效率提高 [14-15]。

NSCLC 患者目前常用的化疗药物包括铂类和他滨类

等。本文通过多中心研究回顾 257 例 I～IV 期 NSCLC
患者中EML4-ALK 融合基因与ERCC1 和RRM1 mRNA
表达情况并对其相互其关系进行分析，了解 NSCLC 患

者 EML4-ALK 基因与组织中这 2 种耐药相关基因表达

情况的关系，为进一步探索 EML4-ALK 基因阳性患者

更有效的个体化治疗方案，特别是对 EML4-ALK 融合

基因抑制剂克唑替尼原发或继发耐药部分患者的个体

化治疗方案。 

材料与方法 

一、材料  
1. 标本：收集解放军北京军区总医院、大连大学

附属中山医院、山东省潍坊市人民医院 2004～2013 年

间进行手术，术后病理诊断为肺腺癌且术前未经化疗、

放疗及生物免疫治疗的组织蜡块标本 257 例（其中解

放军北京军区总医院 103 例，大连大学附属中山医院

58 例，山东省潍坊市人民医院 96 例），进行 EML4-ALK
融合基因、ERCC1 和 RRM1 mRNA 检测。 

2. 主要试剂和仪器：DNA 提取试剂盒（德国

QIAGEN 公司），RNA 提取试剂盒（德国 QIAGEN
公司），EML4-ALK 基因表达检测试剂盒（福建厦门

艾德有限公司），肿瘤相关基因表达量相对定量检测

试剂盒（ERCC1 和 RRM1，福建厦门艾德有限公司），

核酸蛋白质浓度测量仪 B-500（上海创萌生物科技有限

公司），Mx3000P实时荧光定量 PCR仪（美国 Stratagene
公司）。 

二、方法 
1. 实时荧光定量PCR检测EML4-ALK融合基因：

取 4 μm 厚度的石蜡组织切片 4～8 片，脱蜡；按照提

取基因组 RNA 试剂盒（QIAamp DNA FFPE Kit，德国

QIAGEN 公司）说明书提供的方法提取组织 RNA，应

用分光光度计检测所提取 RNA 的纯度和浓度。按照

EML4-ALK 基因表达检测试剂盒（福建厦门艾德有限

公司）说明书提供的方法，在 Mx3000P 实时荧光定量

PCR 仪（美国 Stratagene 公司）中进行扩增。PCR 反
应条件：第 1 步，42 ℃ 30 min、94 ℃ 5 min；第 2
步，94 ℃ 45 s、60 ℃ 80 s，共 40 个循环，反应体系

为 25 μl。 
2. 实时荧光定量PCR检测NSCLC组织中ERCC1

和 RRM1 mRNA 的表达：取 4 μm 厚度的石蜡组织切

片 4～8 片，脱蜡；按照提取基因组 RNA 试剂盒

（QIAamp DNA FFPE Kit，德国 QIAGEN 公司）说明

书提供的方法提取组织 RNA，应用分光光度计检测所

提取 RNA 的纯度和浓度。按照肿瘤相关基因表达检测

试剂盒（ERCC1 和 RRM1，福建厦门艾德有限公司）

说明书提供的方法，在 Mx3000P 实时荧光定量 PCR
仪（美国 Stratagene 公司）中进行扩增。PCR 反应条

件：第 1 步，42 ℃ 30 min、94 ℃ 5 min；第 2 步，

94 ℃ 45 s、60 ℃ 80 s，共 40 个循环，反应体系为

25 μl。以β-actin 为内参基因对 ERCC1 基因和 RRM1 基

因mRNA表达进行检测。ERCC1标准均值为4.29×10-3，

RRM1 标准均值为 11.37×10-3（福建厦门艾德有限

公司）。 
三、统计学分析 
所有数据采用 SPSS 19.0 统计软件，结果运用 χ2

及 Fisher 确切概率法，检验水准 α＝0.05，并设定 P
值为双侧分布，且以 P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

1. EML4-ALK融合基因以及ERCC1和RRM1 mRNA
表达与患者临床特征的关系（表 1，图 1，2）：257
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例 NSCLC 组织中 EML4-ALK 融合基因阳性 11 例

（4.28%）；EML4-ALK 融合基因阳性在不吸烟（10/11，
90.91%）患者中较高（P＝0.040），但与患者的性别、

年龄、肿瘤大小、淋巴结是否转移及临床分期等临床

特征无关。257 例 NSCLC 组织中 ERCC1 mRNA 高表

达者 122 例（47.47%），低表达者 135 例（52.53%）；

ERCC1 mRNA 表达水平与患者的性别、年龄、吸烟情

况、肿瘤大小、淋巴结是否转移及临床分期等临床特

征无关。257 例 NSCLC 组织中 RRM1 mRNA 高表达

者 159 例（61.87%），低表达者 98 例（38.13%）；

RRM1 mRNA 表达水平与患者的性别、年龄、吸烟情

况、肿瘤大小、淋巴结是否转移及临床分期等临床特

征无关。 

表 1  EML4-ALK 融合基因以及 ERCC1 和 RRM1 mRNA 表达

与患者临床特征间的关系（例） 

临床特征 
ELML4-ALK  ERCC1  RRM1 

阳性 阴性 P 值 高 低 P 值 高 低 P 值 

性别  0.137   0.898   0.088 

男 3 135 
 

 65 73 
 

 92 46 
 

女 8 111  57 62  67 52 

年龄  0.520   0.943   0.714 

≥59 岁 4 126 
 

 62 68 
 

 79 51 
 

＜59 岁 7 120  60 67  80 47 

吸烟史  0.018   0.199   0.129 

是 0 99 
 

 52 47 
 

 67 32 
 

否 11 147  70 88  92 66 

肿瘤大小  0.637   0.687   0.292 

≥5 cm 4 119 
 

 60 63 
 

 72 51 
 

＜5 cm 7 127  62 72  87 47 

淋巴结转移  0.751   0.470   0.188 

是 5 100 
 

 47 58 
 

 70 35 
 

否 6 146  75 77  89 63 

临床分期  0.495   0.339   0.577 

Ⅰ 5 87 
 

 40 52 
 

 59 33 
 

Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ 6 159  82 83  100 65 
 

2. EML4-ALK 融合基因与 ERCC1 mRNA 表达水

平间的关系（表 2）：11 例 EML4-ALK 融合基因阳性的

NSCLC 患者中，ERCC1 mRNA 低表达者 5 例（45.45%）；

246 例 EML4-ALK 融合基因阴性的 NSCLC 患者中，

ERCC1 mRNA 低表达者 130 例（52.85%）；NSCLC
组织中 EML4-ALK 融合基因阳性与 ERCC1 mRNA 表

达水平无关（45.45% vs. 52.85%，P＞0.05）。 
3. EML4-ALK融合基因与RRM1 mRNA表达水平

间的关系（表 3）：11 例 EML4-ALK 融合基因阳性的

NSCLC患者中，RRM1 mRNA低表达者 3例（27.27%）；

246 例 EML4-ALK 融合基因阴性的 NSCLC 患者中，

RRM1 mRNA 低表达者 95 例（38.62%）；NSCLC 组

织中 EML4-ALK 融合基因阳性与 RRM1 mRNA 表达

水平无关（27.27% vs. 38.62%，P＞0.05）。 
表 2 EML4-ALK 融合基因与 ERCC1 mRNA 表达 

水平间的关系（例） 

EML4-ALK 融合基因 
ERCC1 mRNA 表达 

合计 
高 低 

阳性 6 5 11 

阴性 116 130 246 

合计 122 135 257 

表 3 EML4-ALK 融合基因与 RRM1 mRNA 表达 
水平间的关系（例） 

EML4-ALK 融合基因 
RRM1 mRNA 表达 

合计 
高 低 

阳性 8 3 11 

阴性 151 95 246 

合计 159 98 257 
 

4. ERCC1 与 RRM1 mRNA 表达水平间的关系（表

4）：122 例 ERCC1 mRNA 高表达的 NSCLC 患者中，

RRM1 mRNA 高表达者 72 例（59.02%）；135 例 ERCC1 
mRNA 低表达的 NSCLC 中，RRM1 mRNA 低表达者

48 例（35.56%）；NSCLC 组织中 ERCC1 mRNA 表达

水平与 RRM1 mRNA 表达水平相关（59.02% vs 
35.56%，P＜0.05）。 

表 4  ERCC1 与 RRM1 mRNA 表达水平间的关系（例） 

ERCC1 mRNA 表达 
RRM1 mRNA 表达 

合计 
高 低 

高 72 50 122 

低 87 48 135 

合计 159 98 257 
 

讨    论 

EML4-ALK 的选择性抑制剂克唑替尼（crizotinib，
商品名：赛可瑞）在 NSCLC 患者的临床试验中，由于

Ⅰ期、Ⅱ期的临床试验收到了较好的效果，且不良反

应小，患者耐受性好，目前已进入Ⅲ期临床试验。但

2010 年，Choi 等[16]报道了 1 例 EML4-ALK 阳性的

NSCLC 患者，在经过 5 个月克唑替尼治疗后产生继发

耐药，发现 2 种点突变，突变位点为 C1156Y 和

L1196M。因此进一步探索克唑替尼原发或继发耐药部

分患者的个体化治疗方案显得非常具有实用价值和现

实意义。 
本研究结果显示，Ⅰ～Ⅳ期 NSCLC 患者中 EML4- 

ALK 融合基因阳性率为 4.28%（11/257），在不吸烟

患者中较高（P＜0.05），与国人至今已报道的四个研

究比较，EML4-ALK 融合基因阳性率为 6.40%（31/484）
略微偏低[6, 17-19]。NSCLC 患者中，ERCC1 的高表达率 
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为 47.47%（122/257），略高于其他研究中 NSCLC 患

者 ERCC1 的高表达率[20]。NSCLC 组织中，RRM1 高

表达率为 61.87%（159/257），与其他研究结果基本一

致[21]，且 ERCC1 及 RRM1 表达水平均与患者的性别、

年龄、吸烟情况、肿瘤大小、淋巴结转移情况和病理

分期等临床特征无关。 
本研究发现，NSCLC 组织中，EML4-ALK 融合基

因与 ERCC1 和 RRM1 表达水平均无关（P＞0.05）。

但 ERCC1 与 RRM1 表达水平相关（P＜0.05），这与

Reynolds 等[22]的研究结果（P＜0.05）一致，但目前对

于 ERCC1 和 RRM1 表达间的关系仍存在争议，需要

更多的研究进一步证实。且目前很多研究已证实，根

据 ERCC1 和 RRM1 的表达水平进行选择用药存在合

理性，且可以延伸到 NSCLC 患者[23]。 
综上所述，本研究未发现 EML4-ALK 融合基因阳

性的 NSCLC 患者中 ERCC1 和 RRM1 表达水平有差

异。本研究仅对一线化疗药中的铂类和他滨类药物耐

药基因与 EML4-ALK 融合基因进行研究，并未对一线

化疗药中的微管类药物耐药基因 TUBB3 和胸苷酸合

成酶耐药基因 TYMS 进行研究。因此期待关于

EML4-ALK 融合基因与微管类耐药基因 TUBB3 和胸

苷酸合成酶耐药基因 TYMS 研究的进一步探索更有效

的个体化治疗方案，特别是 EML4-ALK 融合基因选择

性抑制剂克唑替尼原发或继发耐药部分患者的个体化

治疗方案的研究报道。 
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