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FGFR1通过调控 PI3K/AKT/mTOR信号通路介导非小细胞肺癌
对吉非替尼的耐药 *
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摘要 目的：探讨成纤维细胞生长因子受体 1（FGFR1）诱导非小细胞肺癌（NSCLC）吉非替尼获得性耐药的机制。方法：用吉非替尼
诱导 PC9细胞构建耐药细胞株 PC9/GR，用 CCK-8、平板克隆形成、transwell技术检测细胞的增殖和迁移能力，用流式细胞术检测
细胞的凋亡状况，qRT-PCR、免疫荧光和蛋白免疫印迹技术检测基因表达水平。进一步采用 FGFR1抑制剂 PD173074或 siRNA-
FGFR1处理 PC9/GR细胞，检测细胞的增殖、迁移、克隆形成能力的变化及 Akt、p-Akt、mTOR和 p-mTOR表达的变化。结果：
PC9/GR细胞的增殖、迁移及对吉非替尼的耐受能力显著增强；FGFR1在 PC9/GR细胞中的表达水平显著升高；用 PD173074处理
PC9细胞后，其增殖、迁移能力及对吉非替尼的耐受能力显著下降；敲低 FGFR1后 Akt和 mTOR的磷酸化水平显著下降。结论：
FGFR1通过 PI3K/AKT/mTOR信号通路介导非小细胞肺癌对吉非替尼的耐药。
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FGFR1 Mediates the Resistance of Non-small Cell Lung Cancer to Gefitinib
by Activating PI3K/AKT/mTOR Signaling Pathway*

To explore the mechanism of fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) in inducing NSCLC resistance to
gefitinib. Continuous induction of PC9 cells by gefitinib to construct PC9/GR cell lines. CCK-8 assay and plate clone formation
were used to evaluate the growth of the cell. Cells migration ability was assesses through transwell experiment. Annexin V/PI staining
and flow cytometry were employed for the detection of apoptosis. QRT-PCR assay was used to detect the mRNA expression levels of the
target genes, and immunofluorescence assay and western blotting were used to detect the protein expression levels of the target genes.

The proliferation, migration and gefitinib tolerance ability of PC9/GR cells were significantly enhanced. The expression level of
FGFR1 in PC9/GR was significantly higher than that in PC9 cells. PD173074 treatment of PC9 cells significantly suppressed its prolifera-
tion, migration and gefitinib tolerance ability. Knocking down FGFR1 resulted in a significant decrease in Akt and mTOR phosphoryla-
tion levels. FGFR1 mediates the resistance of non-small cell lung(NSCLC) to gefitinib through the PI3K/AKT/mTOR signal-
ing pathway.
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前言

肺癌的发病率和死亡率在我国高居恶性肿瘤的首位 [1]，而

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）约占肺癌总

发病率的 85%[2]。吉非替尼是表皮生长因子酪氨酸激酶受体抑

制剂（epidermal growth factor tyrosine kinase receptor inhibitor，
EGFR-TKI），广泛应用于晚期非小细胞肺癌的治疗[3]。约 80%

携带 EGFR 阳性突变的 NSCLC 患者经 EGFR-TKIs 治疗后

无进展生存期显著延长[4]，但几乎所有的患者再治疗后均出现

EGFR-TKIs获得性耐药[5]。以往的研究表明 EGFR-TKI的耐药

机制主要包括 EGFR基因的二次突变（EGFR T790M）及 MET

原癌基因的扩增[6]。此外，肝细胞因子过表达、上皮间质转化、

EGFR 扩增及转化为小细胞肺癌等均涉及 EGFR-TKI获得性

耐药，但仍有约 30%的获得性耐药机制未知[6]。

既往研究表明抑制成纤维细胞生长因子受体 1（fibroblast

growth factor receptor 1，FGFR1）的表达可增强阿法替尼或贝伐
单抗的治疗效果，并使原本对阿法替尼或贝伐单抗产生耐药的

非小细胞肺癌细胞重新对阿法替尼或贝伐单抗敏感[6-8]，但其发
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挥作用的机制尚不清楚。为此，我们构建了吉非替尼耐药的

NSCLC细胞系，旨在探讨 FGFR1介导 EGFR-TKIs获得性耐
药的机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料
1.1.1 培养基和试剂 Dulbecco's Modified Eagle Medium
（DMEM）培养基和胎牛血清购自 GIBCO公司。反转录试剂盒、
FastStart Essential DNA Green Master 和 Annexin-V-FLUOS
Staining Kit购自美国罗氏公司（Roche公司）。Western印迹试
剂盒够自西安晶彩生物有限公司。FGFR1（#9740S）、PI3K
（#4249S）、p-PI3K （#4228S）、Akt （#2920S）、p-Akt（#4060S）、
mTOR（#2983S）、p-mTOR（#5536S）、GAPDH（#5174S）抗体购
自 Cell Signaling Technology公司（CST公司）。TRlzol试剂盒
Lipofectamine 2000转染试剂购自 Invitrogen公司。siFGFR1和
阴性对照序列购自上海吉玛基因有限公司。吉非替尼（Gefi-
tinib）、雷帕霉素（Rapamycin）和 FGFR1抑制剂（PD173074）购
自美国 Selleck公司。CCK-8试剂盒购自西安壮志生物有限公
司。Tanon 5500全自动化学发光成像分析系统够自上海天能科
技有限公司。CytoFLEX流式细胞仪够自 BECKMAN COUL-
TER。CFX96实时荧光定量 PCR仪购自美国 BIO-RAD公司。
FGFR1克隆引物如下：F:R;和 siFGFR1序列如下，

Sense#1：5'GCAGUGACACCACCUACUUTT3'，
Antisense#1：5'AAGUAGGUGGUGUCACUGCTT3'；
Sense#2：5'GCAGGAUGGUCCCUUGUAUTT3'，
Antisense#2：5'AUACAAGGGACCAUCCUGCTT3'；
Negative control序列如下：
Sense：5'UUCUCCGAACGUGUCACGUTT3'，
Antisense：5'ACGUGACACGUUCGGAGAATT3'；
由上海生工生物有限公司合成。

1.1.2 细胞系 人肺癌 PC9 细胞系购自 ATCC 细胞库，
PC9/GR细胞系由本课题组诱导构建，方法如下：我们将 PC9

细胞暴露于浓度逐渐增加的吉非替尼。初始浓度用 40 nmol/L
吉非替尼，随后逐步增加到 55 nmol/L，70 nmol/L 和 100
nmol/L。所得细胞能够在 100 nM吉非替尼中持续生长 6个月。
后期为了维持 PC9/GR的耐药性，我们用含 800 ng/mL吉非替
尼的 DMEM高糖培养基培养。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 用含 10%FBS 的 DMEM 高糖培养基培养
PC9细胞；用含 10% FBS和 800ng/mL吉非替尼的DMEM高糖
培养基培养PC9/GR细胞。培养条件为：温度 37℃，CO2浓度 5%。
1.2.2 siRNA和过表达质粒的转染 我们用上述引物从 PC9
细胞中克隆得到 FGFR1的编码序列，将所得序列克隆到 PCD-
NA3.1(+)质粒中。通过 Lipofectamine 2000将上述质粒或 siR-
NA转染到 PC9细胞中。
1.2.3 CCK-8实验 ①在 96 孔板中每孔接种 100 滋L细胞悬
液（2 000个细胞）；②分别用不同浓度的吉非替尼及 PD17307
处理细胞 72 h；③每隔 24 h取出一块细胞培养板，弃培养基，
每孔加入混合液（CCK8:无血清培养基 =1:10）100 滋L；37℃孵
育 1 h；④用酶标仪在 450 nm处检测吸光值；⑥经计算绘制出
生长曲线。

1.2.4 平板克隆形成实验 ① 在 6 孔板中接种 PC9 或

PC9/GR 细胞悬液 2 mL（200 个细胞）；②待细胞贴壁后，在培
养基中加入 10 nmol/L的吉非替尼，每隔 3天换一次培养液；③
持续诱导直到形成肉眼可见克隆；④弃培养液，用 PBS洗涤 2
遍，加入 2 mL 4 %多聚甲醛，室温固定 15-20 min；⑤弃多聚甲
醛，加入 2 mL的结晶紫染液，室温染色 30 min；⑥回收结晶紫
染液，用双蒸水缓慢冲洗 6孔板，直至背景干净，室温晾干，拍
照并保存。

1.2.5 细胞凋亡实验 ① 在 6 孔板中接种 2 mL PC9 或
PC9/GR细胞悬液；②当细胞密度达到 80%左右时，撤除血清，
添加 100 nmol/L吉非替尼处理 24 h；③用 0.25 %的胰蛋白酶
将细胞消化下来，将细胞浓度调整到为（5～ 10）× 105个 /mL，
取 1 mL细胞，1000 r/min 4 ℃离心 10 min，弃上清；④用 1 mL
预冷的 PBS重悬细胞，1000 r/min 4℃离心 10 min，弃上清，重
复该步骤 2次；⑤用 200 滋L结合缓冲液重悬细胞，加入 5 滋L

的 PI和 10 滋LAnnexin V-FITC，轻轻混匀，室温避光反应 15
min；⑥加入 300 滋L结合缓冲液，立即上机检测。
1.2.6 蛋白印迹实验 ①用 6孔板培养细胞，代细胞密度达到
80%时用预冷的 PBS洗涤 2遍；②每孔中加入 100 滋L RAPI裂
解液，冰上裂解 10 min；③按照 ABC蛋白定量试剂盒说明书进
行蛋白定量；④加入相应体积的上样缓冲液，沸水煮 1 min；⑤
聚丙烯酰胺凝胶电泳：每孔加 50 滋g蛋白，60 V电泳 30 min，
120 V 电泳 90 min；⑥转膜：300 mA 120 min；⑦孵育一抗：4℃
过夜；⑧孵育二抗，室温 1 h；⑨经 TBST洗涤后，应用化学发光
成像系统检测结果。

1.2.7 细胞免疫实验 ①将 PC9或 PC9/GR细胞接种到激光
共聚焦专用皿中；②待细胞密度达到 30-40%弃培养基，PBS洗
涤 2遍；③用 4%的多聚甲醛室温固定 15 min；④经 PBS洗涤
后用 0.3%的 TritonX -100室温打孔 10 min；⑤经 PBS洗涤后
用 1%的 BSA室温封闭 30 min；⑥孵育一抗，4℃过夜；⑦孵育
二抗，室温避光 1 h；⑧ 0.1-1 滋g/mL DAPI室温复染 1 min；⑨经
PBS洗涤后用封片剂封片，在激光共聚焦显微镜下检测。
1.2.8 Transwell实验 ①将 Transwell专用小室放置于 24 孔
板中，下部添加 500 滋L完全培养基，小室内部添加 200 滋L无
血清培养基重悬的细胞（约 2× 103个细胞）；②正常培养 24 h；
③取出后用 PBS淋洗，用棉签擦除内部贴壁细胞；④用 4%多
聚甲醛室温固定 15 min；⑤弃甲醛，用结晶紫染液室温染色 20
min；⑥用蒸馏水涮洗，晾干，显微镜下拍照并计数。
1.3 统计学分析

所有数据均采用 SPSS13.0软件处理，计量资料已均数±
标准差（x± s）表示，两组间比较实用 t检验。计数资料用率表
示，组间比较采用 x2检验。P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 PC9/GR细胞的增殖和迁移能力显著升高
如方法部分所述，我们将 PC9细胞暴露于浓度逐渐增加

的吉非替尼，诱导获得吉非替尼耐药细胞系 PC9/GR（图 1A）。
采用 CC-K8实验检测 PC9和 PC9/GR细胞的 OD值，结果显
示 72小时后 PC9/GR 细胞的 OD 值约为 PC9 细胞的 1.72 倍
（图 1B）。随后，我们通过 transwell实验检测了 PC9和 PC9/GR
细胞的迁移能力，结果显示每个视野包含的 58± 5个 PC9细
胞和 146± 8个 PC9/GR细胞（图 1C）。最后，我们检测了吉非
替尼（10 nmol/L）对 PC9和 PC9/GR细胞体外克隆形成能力的
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影响，发现吉非替尼对 PC9细胞的抑制作用显著强于 PC/GR
细胞（图 2C）。这些结果表明 PC9/GR细胞的增殖和迁移能力

显著强于 PC9细胞。

图 1 PC9/GR细胞增殖和迁移能力较 PC9细胞显著增强

Fig.1 The proliferation and migration ability of PC9/GR cells were significantly enhanced compared with those of PC9 cells

注：A. PC9和 PC9/GR细胞形态；B. CCK-8实验检测 PC9和 PC9/GR细胞的增殖能力；C. Transwell实验检测 PC9和 PC9/GR细胞的迁移能力；D.

平板克隆形成实验检测吉非替尼对 PC9和 PC9/GR细胞增殖能力的抑制作用。（**P<0.01）

Note: A. Cell morphology of PC9 and PC9/GR; B. CCK-8 assay was used to detect the proliferation capacity of PC9 and PC9/GR cells; C. Transwell

experiment was used to detect the migration ability of PC9 and PC9/GR cells; D. Plate clone formation was used to evaluated the inhibition effect of

gefitinib on the growth of PC9 and PC9/GR cells. **P<0.01.

2.2 FGFR1在 PC9/GR细胞中高表达

为了研究 FGFR1在肺癌细胞吉非替尼耐药中是否发挥重

要作用，我们通过下述实验检测了 FGFR1在 PC9和 PC9/GR

细胞中的表达。首先，我们通过 qRT-PCR实验检测了两株细胞
中 FGFR1 mRNA 的表达水平，结果显示 PC9/GR 细胞中
FGFR1 mRNA的表达水平显著高于 PC9细胞（图 2A）。随后，

我们又通过蛋白印迹实验和细胞免疫荧光实验进一步研究了

FGFR1蛋白在上述两株细胞中的表达水平，结果显示 PC9/GR

细胞中 FGFR1 的蛋白表达水平显著高于 PC9 细胞（图
2B&C），提示 FGFR1可能与非小细胞肺癌细胞对吉非替尼的
耐药相关。

图 2 FGFR1在 PC9/GR细胞中的表达水平较其在 PC9细胞中显著升高

Fig.2 The expression level of FGFR1 in PC9/GR was significantly higher than that in PC9 cells

注：A. qRT-PCR检测 FGFR1 mRNA在 PC9和 PC9/GR细胞中的表达水平；B.蛋白印迹实验检测 FGFR1在 PC9和 PC9/GR细胞中的蛋白表达水

平；C.细胞免疫荧光实验检测 FGFR1在 PC9和 PC9/GR细胞中的蛋白表达水平。（**P<0.01）

Note: A. The mRNA expression level FGFR1 was detected by qRT-PCR assay; B&C. Immunofluorescence assay and immunoblot assay were used to

detect the protein expression level of FGFR1. **P<0.01.
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2.3 FGFR1与 PC9细胞的增殖和迁移相关并介导其对吉非替

尼的耐受

为了明确 FGFR1对非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和凋

亡能力的影响，我们进行了下列研究。首先，我们用 FGFR1的
抑制剂 PD173074（25 nmol/L）和对照溶剂对 PC9 细胞进行处

理，然后通过 CCK-8实验检测细胞的 OD值，结果显示 PC9细

胞经 PD173074处理 72小时后 OD值约为对照组的 61.8%（图
3A）。随后，我们设计了平板克隆形成实验，结果显示 PC9细胞

经 PD173074（10 nmol/L）后每个孔形成 40± 6个克隆，对照组

每个孔中形成 79± 11 个克隆，克隆形成数目明显减少（图

3B）。为了明确 FGFR1对非小细胞肺癌细胞迁移能力的影响，

我们设计了 Transwell实验，结果显示经 PD173074处理后 PC9

细胞的迁移能力显著下降，约为对照组的 53.5%（图 3C）。最

后，为了明确 FGFR1对非小细胞肺癌细胞存活的影响，我们分

别或同时应用吉非替尼和 PD173074处理 PC9细胞，在血清撤

除 24小时后，通过 Annexin V/PI染色和流式细胞术检测，分析
FGFR1对非小细胞肺癌细胞凋亡的影响。结果显示，吉非替尼

能显著促进 PC9细胞的凋亡，且经 PD173074处理后细胞凋亡

水平显著升高（图 3D）。上述结果提示，FGFR1可能与非小细胞
肺癌细胞的增殖、迁移及对吉非替尼的耐受性相关。

图 3 PD173074能够显著抑制 PC9细胞的增殖和迁移并促进凋亡

Fig.3 PD173074 treatment of PC9 cells significantly suppressed its proliferation, migration and promoted the apoptosis

注：A.CCK-8实验检测 PD173074处理对 PC9细胞增殖能力影响；B.平板克隆形成实验检测 PD173074处理对 PC9细胞增殖能力的影响；

C. Transwell实验检测 PD173074处理 PC9细胞迁移能力影响；D.流式细胞术检测 PC9细胞的抗凋亡能力。（**P<0.01）

Note: A&B. CCK-8 assay and plate colony formation were used to evaluate the growth of PD173074-treated PC9 cells; C. Transwell experiment was used

to detect the migration ability of PD173074-treated PC9 cells; D. The anti-apoptosis ability of PC9 cells was detected by flow cytometry. **P<0.01.

2.4 FGFR1通过 PI3K/Akt/mTOR通路介导非小细胞肺癌对吉

非替尼的耐药

以往的研究表明 PI3K/Akt/mTOR通路是非小细胞肺癌中

重要的靶点[9]。为了明确 PI3K/Akt/mTOR通路在非小细胞肺癌

对吉非替尼耐受进程中是否发挥作用，我们通过蛋白印迹实验

和细胞免疫荧光实验检测了 Akt、p-Akt、mTOR和 p-mTOR 的

表达水平。结果显示 AKT和 mTOR在 PC9和 PC9/GR细胞中
表达水平无显著差异，但 p-AKT和 p-mTOR在 PC9/GR细胞

中显著高表达（图 4）。

为了明确 FGFR1 是否调控 PI3K/Akt/mTOR 通路介导非

小细胞肺癌对吉非替尼的耐药，我们在 PC9细胞中通过 siR-

NA敲低 FGFR1的表达，同时过表达 FGFR1，通过蛋白印迹实

验检测 Akt，p-Akt，mTOR和 p-mTOR表达水平的变化。结果显

示，在 PC9细胞中敲低 FGFR1后 Akt和 mTOR的表达水平无

显著变化，p-Akt和 p-mTOR表达水平显著降低；在 PC9细胞
中过表达 FGFR1 后 Akt 和 mTOR 的表达水平无显著变化，
p-Akt 和 p-mTOR 表达水平显著升高（图 5）。为了明确
PI3K/Akt/mTOR通路对非小细胞肺癌增殖、凋亡和克隆形成能

力的影响，我们用 mTOR的经典抑制剂雷帕霉素（10 nmol/L）

处理 PC9细胞，然后通过 CCK-8实验检测细胞的 OD值，结果
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显示经雷帕霉素处理 72小时候，处理组细胞的 OD值约为对

照组的 56.2%（图 6A）。随后，我们设计了平板克隆形成实验，

结果显示 PC9细胞经雷帕霉素（10 nmol/L）后每个孔形成 25±
6个克隆，对照组每个孔中形成 79± 11个克隆，克隆形成数目

显著减少（图 6B）。最后，我们通过 Annexin V/PI染色和流式细

胞术检测，分析雷帕霉素对非小细胞肺癌细胞凋亡的影响。结

果显示，雷帕霉素能显著促进 PC9细胞的凋亡，且经雷帕霉素

处理后细胞凋亡水平显著升高（图 6C）。上述结果提示，FGFR1通

过 PI3K/Akt/mTOR通路介导非小细胞肺癌对吉非替尼的耐药。

图 4 Akt和 mTOR在 PC9/GR细胞中的磷酸化显著高于 PC9细胞

Fig.4 The phosphorylation level of Akt and mTOR in PC9/GR cells were

significantly higher than that in PC9 cells

注：A和 B.蛋白印迹实验和细胞免疫荧光实验检测 Akt，p-Akt，mTOR

和 p-mTOR的表达水平。

Note: A&B. Immunofluorescence assay and western blotting were used to

detect the protein expression levels of Akt, p-Akt, mTOR and p-mTOR.

图 5 敲低或过表达 FGFR1对 Akt和 mTOR总量及磷酸化水平的影响

Fig.5 Effects of knockdown or over expression of FGFR1 on total and

phosphorylation levels of Akt and mTOR

注：A.敲低 FGFR1后 Akt和 mTOR总量不变磷酸化水平显著降低；B.

过表达 FGFR1后 Akt和 mTOR总量不变磷酸化水平显著升高。

Note: A. Knocking down FGFR1 had no effect on total Akt and mTOR,

but their phosphorylation levels were significantly decreased;

B. Overexpressing FGFR1 had no effect on total Akt and mTOR, but their

phosphorylation levels were significantly increased.

图 6 雷帕霉素能够显著抑制 PC9细胞的增殖并促进凋亡

Fig.6 Rapamycin treatment of PC9 cells significantly suppressed its proliferation and promoted the apoptosis

注：A.CCK-8实验检测雷帕霉素处理对 PC9细胞增殖能力影响；B.平板克隆形成实验检测雷帕霉素处理对 PC9细胞增殖能力的影响；C.流式细

胞术检测 PC9细胞的抗凋亡能力。（**P<0.01）

Note: A&B. CCK-8 assay and plate colony formation were used to evaluate the growth of rapamycin-treated PC9 cells; C. The anti-apoptosis ability of

PC9 cells was detected by flow cytometry. **P<0.01.

3 讨论

肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤，也是全球癌症相关致死

的主要原因。尽管过去的几十年中，在肺癌的检测和治疗方面

取得了重大进展，但是肺癌的发病率和死亡率并没有显著下

降。非小细胞肺癌占所有肺癌的 85%，包括鳞状细胞癌、腺癌和
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大细胞肺癌三种亚型[2]，其五年生存率仅为 18%左右，因为约
65%的 NSCLC患者被确诊时已处于晚期[10]。虽然手术切除是

NSCLC潜在治愈的最佳治疗选择，但仅一小部分病人适合。化

学治疗和放射治疗是临床上治疗 NSCLC 的常用手段，然而
NSCLC对放疗和化疗不敏感也是其死亡率高居全球癌症死亡

率首位的重要原因[10]。

吉非替尼和厄洛替尼均为第一代 EGFR-TKIs，近十几年来

被广泛作为晚期 NSCLC患者的一线治疗方案，或者作为化疗

失败的 NSCLC患者的备用方案[3,11-13]。与传统的化疗方案相比

EGFR-TKIs能够有效延长 NSCLC患者的无进展生存期[14]。约

80%携带 EGFR1 激活型突变的 NSCLC 患者经第一代
EGFR-TKIs治疗后无进展生存期延长约 9.7个月，剩余 20%左

右的患者却对 EGFR-TKIs 表现出初始抗性 [4]。然而，

EGFR-TKIs获得性耐药几乎是不可避免的，这也严重影响到
NSCLC 靶向治疗的效果 [5,15-17]。T790M突变 [18]，Met扩增[19]，

TTEN丢失[20]，IGF-IR过表达[21]以及 AXL[22]和 Slug[23]均被认识

是 EGFR-TKI耐药表型的潜在因素。在接受 EGFR-TKIs治疗

的 NSCLC患者中，约有 31.5%的人会出现 T790M突变，这说

明该突变与新的耐药机制相关 [18]。在 EGFR 阳性突变的
NSCLC细胞中激活替代途径，如 Met扩增[19]或 IGF-IR过表达
[22]，也导致细胞对 EGFR-TKIs 耐药。此外，PTEN 丢失及
MAPK、ABCG2、IGF1R、AXL 和 BCL-2 的过表达均被报道与
EGFR-TKIs 的耐药相关 [24,25]。然而，EGFR 突变型患者对
EGFR-TKIs耐受的机制仍未完全阐明，因此研究靶向药的耐药

机制，开发针对 NSCLC的新的靶向药物势在必行。
FGFR1是 4型酪氨酸激酶家族中的一员，是一个跨膜受

体蛋白，在生理过程和肿瘤进展中发挥着重要作用[26]。在正常

条件下，FGFR1信号是由生长因子受体触发的，如成纤维细胞

生长因子 2（FGF2），导致 FGFR1受体的二聚化和转磷酸化。活

化的 FGFR1能够激活下游信号通路的活性，包括 PAS/MAPK

信号通路，PI3K/AKT信号通路和 STAT依赖通路[26]。FGFR1的
组成型活化主要通过三种机制：基因扩增，易位或活性突变。由

于 FGFR扩增、自分泌刺激、基因融合或者激活突变等导致的
FGFR信号异常，与许多肿瘤的发生发展相关[27]。已有的研究表

明，FGFR1在肺鳞癌（20%）[28]，小细胞肺癌（5%）[29]，头颈部鳞癌

（17%）[30]中显著扩增。FGFR1扩增是肺癌中最常见的驱动机制

之一，仅次于 EGFR突变且远多于 ALK, ROS1或 RET重排以
及其它治疗靶标的突变 [31]。Wang [32] 等人的研究结果表明在

FGFR1高表达的肺癌细胞系中，FGFR1-ERK1/2-SOX2信号通

路能够促进肿瘤细胞的增殖、上皮间质转化及转移。Ji[33]等人的

研究证实在 FGFR1 高表达的 NSCLC 细胞系中，FGFR1 能够

通过调节 Hedgehog 信号通路促进 NSCLC 细胞干细胞样表

型。Wang[34]等人对以往的 12项研究进行荟萃分析，结果显示
FGFR1扩增在肺鳞癌中是一个不良的预后因子。近年来的研

究表明，FGFR1在阿法替尼或贝伐单抗的治疗效果中发挥重

要作用[6-8,35,36]。Koichi等人的研究发现，阿法替尼耐药的细胞中

活化的 pEGFR、突变型 EGFR、HER2、HER3及 Met等蛋白表

达量显著下降，而 FGFR1的表达水平显著升高，EGFR家族蛋

白的表达受损似乎可以补偿性的激活 FGFR1驱动的信号通路[7]。

在本研究中我们发现，FGFR1在 PC9/GR细胞系中表达量显著

升高，且能够显著地促进 NSCLC细胞的增殖和迁移，抑制
NSCLC 细胞的凋亡；同时我们发现敲低 FGFR1 或者用
PD173074抑制 FGFR1的活性后 PC9细胞的增殖和迁移能力
显著下降，且对吉非替尼的敏感性显著增加，上述结果与 Hide-
ki [6] 等人的研究结果一致。因此，我们推测 FGFR1可能在
NSCLC对吉非替尼的耐药机制中发挥重要作用。

PI3K/AKT/mTOR是参与细胞周期、增殖及能量代谢的关

键信号通路，该通路的异常也与肿瘤的发生发展关系密切[37]。

PI3K是一种脂质激酶，它是由一个调节亚基 p85和一个催化

亚基 p110组成的异二聚体，它能够被许多细胞外因子激活，并

参与到细胞生长和生存。AKT是 PI3K下游的重要分子，其过

度酸化与 NSCLC细胞的化疗耐药密切相关[38]。一旦 AKT过度

磷酸化，它能够激活细胞质和细胞核中的多种靶基因，以促进

细胞的增殖和生存。

mTOR是 AKT的关键下游分子，活化的 mTOR可以刺激

真核细胞启动子 E4 并导致细胞增殖。PI3K/AKT/mTOR 是
EGFR下游的一条重要信号通路，活化的 EGFR促进 PIP2向
PIP3 的转变[39]，而后者又能激活 AKT 导致 Thr308, Ser473 和
Ser129三个调节位点的磷酸化[40]。EGFR-PI3K-AKT-mTOR信

号通路在多种肿瘤细胞中发挥作用作用，包括新陈代谢、细胞

生长和增殖、凋亡、存活和分化，有助于肿瘤的进展。

PI3K/AKT/mTOR信号通路的失调与 NSCLC的发生及其对吉

非替尼的耐药密切相关[41-43]。Zhao等人的研究结果表明，吉非

替尼可以通过封锁 PI3K/AKT/mTOR信号通路来诱导肺癌细

胞的自噬和凋亡[42]。Li等人的研究也证实，阻塞 PI3K/AKT信

号通路和MEK/ERK信号通路能够有有效克服 NSCLC细胞对

吉非替尼的耐药[44]。然而，Wang等人的研究发现MIR31HG能

够通过 EGFR/PI3K/AKT介导 NSCLC对吉非替尼的耐药[45]。本

研究发现 Akt和 mTOR的表达水平在 PC9和PC9/GR 细胞中

无显著变化，但 p-Akt和 p-mTOR在 PC9/GR细胞中的表达显
著升高，且 Akt和 mTOR的磷酸化水平与 FGFR1的表达水平

变化趋势一致。这里我们虽然证明了 FGFR1 能够通过调节
PI3K/AKT/mTOR信号通路介导 NSCLC对吉非替尼的耐药，

但 尚 未 明 确 FGFR1 究 竟 是 通 过 何 种 方 式 调 控
PI3K/AKT/mTOR信号通路的。在未来的研究中，我们将去探索
FGFR1 调控 PI3K/AKT/mTOR 的具体机制，以及应用体内
NSCLC模型进行研究，将有望为开发 NSCLC的新靶点提供新

的线索。
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