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摘要      KRASG12C抑制剂(Adagrasib和Sotorasib)在靶向治疗KRASG12C突变的肺癌中已显示出较

好的临床效果, 然而耐药现象普遍存在。因此, 探究KRAS抑制剂耐药机制极为重要。丝氨酸–苏氨

酸激酶11(STK11)/LKB1通常在人肺腺癌中与KRAS共突变, KRAS/LKB1突变亚群对标准治疗响应

较差。该研究发现治疗前已富集鳞癌特征的KRASG12C肺腺癌患者具有较短的Adagrasib治疗持续

时间, 且这一相关性在STK11/LKB1共突变的亚群中尤为显著。通过建立KRAS抑制剂耐药小鼠模

型和腺鳞癌转分化类器官模型, 该研究证明KRAS/LKB1突变的肿瘤细胞可以通过腺鳞癌转分化驱

动KRAS抑制剂耐药。机制上, Elf5-ΔNp63转录轴可以调控腺鳞癌转分化过程并影响肿瘤细胞对

KRAS抑制剂的药物响应。值得注意的是, 在腺鳞癌转分化过渡状态中高表达的KRT6A基因与较

差的Adagrasib响应显著相关。该研究揭示了肺腺鳞癌转分化是驱动KRAS抑制剂耐药的重要机制, 
且KRT6A有望成为新的生物学标志物预测患者对KRAS靶向治疗用药的响应。
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Abstract       KRASG12C inhibitors, including Adagrasib and Sotorasib, have shown clinical efficacy in target-
ing KRASG12C-mutated lung cancers. However, most patients develop resistance to these therapies, and it is impor-
tant to explore the mechanism of KRAS inhibitor resistance. STK11 (serine/threonine kinase 11)/LKB1 is frequently 
co-mutated with KRAS in non-small cell lung cancer. Loss of tumor suppressor gene LKB1 decreases sensitivity to 
drug treatment. In KRAS/LKB1 mutant lung adenocarcinoma (ADC) patients treated with Adagrasib monotherapy 
(KRYSTAL-1), enrichment for a squamous gene signature in the pre-treatment biopsy is significantly correlated 
with shorter treatment duration. Furthermore, integrative analysis of KCL (KRASLSL-G12C/+;Lkb1flox/flox) mouse model 
and KDL (KrasLSL-G12D/+;Lkb1flox/flox) organoid model of lung cancer demonstrates that AST (adeno-to-squamous tran-
sition) is a prominent mechanism of acquired resistance to KRAS inhibition. The transcriptomic and epigenomic 
analyses further reveal that Elf5-ΔNp63 axis regulates AST and modulates response to KRAS inhibition. Important-
ly, high expression of KRT6A in high-plasticity cell state during AST is associated with poor Adagrasib response. 
Taken together, the study demonstrates that AST is one of the mechanisms of KRAS inhibitor resistance and pro-
vides potential biomarkers for KRAS-targeted therapies in lung cancer.

Keywords       AST (adeno-to-squamous transition); KRAS inhibitor; LKB1; KRT6A

1   肺腺鳞癌转分化与靶向治疗耐药的相

关性
肺癌是全世界致死率极高的癌症之一 , 其亚型

分类复杂。传统的肺癌治疗方式为手术治疗、放射

疗法以及化学疗法。随着精准医疗概念的出现 , 针
对不同患者的不同基因突变谱 , 分子靶向治疗也成

为较为普遍的治疗方式。中国肺癌患者中 , 表皮生

长因子受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)
突变较为普遍, 针对EGFR突变的分子靶向治疗药物

已发展到第四代。虽然靶向药物临床治疗取得了一

定的疗效 , 但仍有较多病例报道患者在治疗后出现

耐药。在第三代靶向EGFR突变药物奥西替尼耐药

后 , 7%~9%的EGFR突变肺腺癌患者在二次活检时

表现出肺鳞癌的病理学特征 [1], 提示靶向治疗耐药

过程中存在肺腺鳞癌转分化现象。肺腺癌及肺鳞

癌是肺癌中占比较高的亚型 , 它们具有不同的病理

特征 , 对于药物响应也大不相同。在肺癌的不同亚

型之间的转变可能是肿瘤细胞逃脱药物治疗的途

径之一 , 根据肺癌谱系的变化及时调整治疗方案极

为重要。

KRAS是肺腺癌中除 EGFR以外最常见的致

癌基因之一 , 长期以来被认为是不可成药靶点 , 而
最近开发的KRASG12C抑制剂 (Sotorasib和Adagra-
sib)在肺癌、胰腺癌和结直肠癌中显示出较好的

治疗效果 [2-5]。此外 , 靶向KRASG12D突变的抑制剂

MRTX1133也正处于临床试验之中[6]。虽然KRAS靶
向治疗展示出一定的临床前景 , 但随着临床试验的

深入开展 , 耐药性的问题也随之出现。在KRAS抑
制剂Adagrasib的KRYSTAL-1临床试验中 , Andrew J 
AGUIRRE团队 [7]发现的9例肺腺癌耐药患者中就有

2例患者的再活检样本表现出肺鳞癌的病理学特征 , 
提示肺腺鳞癌转分化 (adeno-to-squamous transition, 
AST)可能与KRAS抑制剂耐药具有潜在关联。但是, 
肺腺鳞癌转分化是否驱动了KRAS抑制剂耐药还有

待深入研究。

2   腺鳞癌特征与Adagrasib药物响应相

关性
KRYSTAL-1是一项 I/II期临床研究 ,  116名

KRASG12C突变非小细胞肺癌患者参与该临床试验并

接受了Adagrasib单药治疗。为了探究KRASG12C突变

肺腺癌样本中腺癌或鳞癌特征与药物响应之间的关

系, 我们分析了这项研究中68例患者治疗前活检样本

的全转录组数据以及这些患者对应的Adagrasib治疗

持续时间、无进展生存期和总生存期信息。我们对

每个患者的肿瘤进行了腺癌和鳞癌相关基因以及鳞

癌特征通路的评分 , 并评估了与临床变量的相关性。

患者样本中鳞癌相关基因的高表达与患者接受Adag-
rasib治疗的持续时间呈负相关, 而腺癌相关基因高表

达则与治疗持续时间呈正相关。值得注意的是 , 我
们观察到在高表达鳞癌特征的患者队列中Adagrasib
治疗持续时间明显缩短。考虑到STK11/LKB1突变经

常与肺腺癌中的KRASG12C突变同时发生 , 我们研究

了鳞癌特征与 STK11/LKB1突变患者对药物响应之



1319童欣媛等: 肺腺鳞癌转分化驱动KRAS靶向治疗耐药

间的关系。我们发现, 只有在STK11/LKB1突变组中, 
富集鳞癌特征的患者具有显著缩短的Adagrasib治疗

持续时间。这些数据表明 , 相比于STK11/LKB1野生

型的肺腺癌患者 , 高表达鳞癌特征的STK11/LKB1突
变型肺腺癌患者接受Adagrasib单药治疗的效果更

差。

3   KRAS抑制剂耐药小鼠模型和腺鳞癌

转分化类器官模型的建立
为了进一步研究腺鳞癌转分化与KRAS抑制剂

耐药的相关性 , 我们结合相关临床数据 , 利用小鼠

模型、类器官模型及多组学测序技术进行深入分

析 (图1)。基因工程小鼠模型 (genetically engineered 
mouse models, GEMMs)可以很好地模拟临床肺癌的

发生发展[8]。基于KRASG12C突变, 我们建立了两个肺

癌转基因小鼠模型KRASLSL-G12C/+;Trp53flox/flox(KCP)和
KRASLSL-G12C/+;Lkb1flox/flox(KCL)来深入研究KRAS抑制

剂耐药与肺腺鳞癌转分化的关系。我们用Adagrasib
对KCL和KCP小鼠进行药物处理, 发现在处理初期肿

瘤均明显消退 , 而经过长期治疗后残留肿瘤产生耐

药并复发。有意思的是 , 只有在Adagrasib耐药后的

KCL肿瘤中 , 我们才能观察到鳞状病理特征和鳞癌

标志物ΔNp63(p40)的表达。而不管是KCL小鼠模型

还是KCP小鼠模型 , 在没有药物干预的情况下肺肿

瘤均显示腺癌病理特征。这些研究结果提示LKB1
突变而非P53突变可激活肿瘤表型可塑性, 而腺鳞癌

转分化是Adagrasib获得性耐药的重要机制。

除了 Adagrasib等 KRASG12C抑制剂外 , 针对

KRASG12D突变的MRTX1133目前也进入临床试验。

KRASG12D在肺癌中是除KRASG12C外常见的KRAS基因

突变之一。KrasLSL-G12D/+;Lkb1flox/flox(KDL)小鼠模型是

已建立的成熟的肺腺鳞癌转分化模型 [9-10]。考虑到

小鼠体内模型不利于我们实时观察肿瘤变化情况 , 
我们利用类器官体系在体外进行建模。结果显示一

半比例的肺腺癌类器官在体外培养过程中从中空形

态向实心形态转变 , 并伴随着ΔNp63的表达水平增

加。不同于原位肿瘤显示腺癌特征 , 这些类器官原

位注射回肺部的移植瘤显示出鳞状细胞特征 , 证明

了类器官模型中腺鳞癌转分化现象的产生。另一

半肺腺癌类器官则在长期培养过程中保留了中空

形态 , 相应的同种异体移植瘤显示了腺癌病理特征。

基于以上结果 , 我们建立了腺鳞癌转分化类器官模

型 , 并观察到在具有同样的基因背景 (Kras/Lkb1)下 , 
存在具有 /不具有转分化潜能的肺腺癌亚型 , 我们将

其分别称为可塑型类器官 (plastic organoids)和稳定

型类器官(stable organoids)。这两类类器官对KRAS-
G12D抑制剂MRTX1133药物响应有所差异 , 相比于稳

定型类器官 , 可塑型类器官对MRTX1133药物处理

不敏感。我们通过建立耐药小鼠模型和类器官模型

证明了Kras/Lkb1突变的肺腺癌具有腺鳞癌转分化

的潜能 , 并且腺鳞癌转分化是KRAS抑制剂耐药的

重要驱动力。

卡通图展示整合临床数据、小鼠及类器官模型及多组学测序策略进行腺鳞癌转分化在KRAS抑制剂耐药过程中的相关机制探究。 
The cartoon showed the working model of the integrated analyses of the clinical data of KRYSTAL-1 trial, the phenotype of Adagrasib-resistant KCL 
GEMMs, the sequencing data of AST KDL organoid models to explore the potential mechanism of AST during KRAS inhibitors resistance.

图1   腺鳞癌转分化在KRAS抑制剂耐药过程中的相关研究的图解摘要(根据参考文献[11]修改)
Fig.1   Schematic illustration of studying the role of AST during KRAS inhibitor resistance (modified from reference [11])
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4   谱系转录因子调控肺腺鳞癌转分化介

导的KRAS抑制剂耐药
在前期工作中, 我们已研究的腺鳞癌转分化机

制中重要的调控因素包括 : (1) 胞外基质重塑 ; (2) 
活性氧 (reactive oxygen species; ROS)水平 ; (3) 关
键基因 (Yes-associated protein, YAP)变化等 [9,12-15]。

但腺鳞癌转分化如何调控肿瘤细胞对 KRAS靶向

药物响应的分子机制尚不清楚。为了明确腺鳞癌

转分化的潜在机制 , 我们收集了连续代数的可塑型

类器官样本并进行了转录组测序 (RNA-seq)和转座

酶可及染色质测序(ATAC-seq)。我们发现Elf5在腺

鳞癌转分化过程的早期代数中特异表达。ELF5可
结合在NKX2-1的启动子区域并正向调控NKX2-1
的RNA和蛋白水平表达 , 其过表达还可增加可塑

型类器官对 MRTX1133药物响应的敏感性。在

KRYSTAL-1临床数据中 , ELF5高表达与较长的治

疗持续时间呈正相关。这些数据表明 , ELF5通过

促进NKX2-1的表达来维持腺癌谱系的稳定及其对

药物的敏感性 , 对于腺鳞癌转分化过程具有一定的

抑制作用(图2)。
我们进一步分析潜在的促进腺鳞癌转分化的

转录因子 , 结果显示ΔNp63的表达水平及其Motif富
集程度在可塑型类器官中特异性增加 , 表明ΔNp63
可能是腺鳞癌转分化的驱动基因。我们在早期代数

的KDL类器官中过表达ΔNp63, 结果显示实心形态的

类器官的比例增加了20%~60%。同时ΔNp63的过表

达促进了肿瘤细胞对MRTX1133药物耐受。Trp63基
因区域在转分化过程中存在表观重塑 , 相比于早期

类器官或腺癌样本 , 晚期类器官或鳞癌样本中C40
增强子的染色质可及性和H3K27ac信号强度增加。

在功能上 , 我们发现C40敲除导致了实心形态类器

官比例的减少和ΔNp63表达水平的降低。值得注意

的是 , 我们发现C40敲除可以部分恢复可塑型类器

官对MRTX1133的敏感性, 而敲除另一个增强子C15
则不影响其对MRTX1133的敏感性。在人的肺腺癌

细胞系NCI-H1373中过表达ΔNp63也促进了肿瘤细

胞对KRAS抑制剂的耐药。值得注意的是 , ΔNp63
的激活引起了KRAS信号通路富集程度下降 , 表明

在腺鳞癌转分化过程中ΔNp63可导致细胞不再依赖

KRAS信号通路, 从而对KRAS抑制剂不响应。

由于Elf5可以维持腺癌谱系基因表达 , 我们推

测Elf5可能作为上游转录因子抑制ΔNp63表达。我

们在可塑型类器官中过表达了Elf5, 结果显示ΔNp63
表达水平下降。此外在腺鳞癌转分化过程中Elf5的
表达与ΔNp63呈负相关。我们构建了Trp63、Nkx2-1
和Elf5的基因调控网络 , 结果表明Elf5和ΔNp63之间

并无直接调控关系 , 但我们在C40增强子区域发现

了Elf5下游靶点Vezf1的Motif。为了进一步探索Elf5
如何调控ΔNp63表达 , 我们在C40敲除的类器官中

过表达Elf5, 结果表明ΔNp63的表达和类器官形态没

有明显变化, 提示Elf5可能通过与C40结合从而调控

ΔNp63的表达。Vezf1结合在C40增强子区域, Elf5过

卡通图展示在腺癌状态下, Elf5促进Nkx2-1表达同时抑制Vezf1表达, 并促进肿瘤细胞对KRAS抑制剂的响应。在过渡状态下, Elf5表达水平下降, 
而Vezf1表达上调, Vezf1通过C40增强子促进ΔNp63表达同时抑制Nkx2-1表达。在鳞癌状态下, C40增强子进一步促进ΔNp63表达从而促进KRT
家族成员表达上调。ΔNp63表达水平增加会促进腺鳞癌转分化、Krt6a表达及对KRAS抑制剂的耐受。

In ADC state, Elf5 promoted the expression of Nkx2-1 and inhibited the expression of Vezf1. Meanwhile, Elf5 promoted the sensitivity of tumor cells to 
KRAS inhibitor treatment. In intermediate state, the expression of Elf5 was downregulated and the expression of Vezf1 was upregulated. Vezf1 promot-
ed C40 enhancer mediated upregulation of ΔNp63. In SCC state, C40 enhancer was important for promoting the expression of ΔNp63 and Krt5/6/14. 
The upregulation of ΔNp63 promoted AST process, the expression of Krt6a and KRAS inhibitor resistance.

图2   Elf5-ΔNp63转录轴调控腺鳞癌转分化及对KRAS抑制剂药物响应(根据参考文献[11]修改)
Fig.2   Elf5-ΔNp63 axis regulates AST and response to KRAS inhibitor (modified from reference [11]) 
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表达导致Vezf1的表达水平减少 , 而敲除Elf5则促进

了Vezf1的表达 , 证明了Elf5是Vezf1的抑制因子。进

一步实验显示Vezf1敲除导致ΔNp63表达水平下降

及NKX2-1表达水平增加。这些结果与基因调控网

络结果一致 , 证明在腺鳞癌转分化过程中 , Elf5通过

调控Vezf1来调节ΔNp63的表达 , 并影响肿瘤细胞对

KRAS抑制剂的响应(图2)。

5   多组学分析确定腺鳞癌转分化介导耐

药的生物学标志物
借助单细胞测序技术 (scRNA-seq)和基因模块

分析 , 我们在可塑型类器官中定义了高表达Sftpb的
肺泡细胞2型(AT2)亚群 , 高表达Krt5和Krt14的鳞癌

亚群 , 以及同时表达不同细胞类型特征的高可塑性

亚群 (HPCS)。通过RNA velocity算法分析 , 我们证

明了AT2亚群可以转变为高可塑性亚群 , 最终向鳞

状细胞转变(图2)。
为了进一步鉴定腺鳞癌转分化驱动KRAS抑制

剂耐药的重要标记基因 , 我们在HPCS亚群、ΔNp63
调控基因集和Adagrasib耐药肿瘤的转录组数据中

挖掘共同表达上调的重叠基因。我们发现了 6个
重叠基因 , 包括Krt6a、Aqp3、Wnt4等 , 我们将这

6个重叠基因定义为腺鳞癌转分化特征通路。在

KRYSTAL-1数据中 , 我们观察到高表达腺鳞癌转分

化特征的肿瘤患者往往具有较短的治疗持续时间。

6个重叠基因中Krt6a的表达与治疗持续时间的负相

关最为显著。我们进一步根据KRT6A的表达高低对

患者进行分类 , 观察到KRT6A高表达患者的总生存

率明显低于KRT6A低表达患者。这些数据提示了

KRT6A是一个广谱的腺鳞癌转分化介导KRAS耐药

的生物学标志物 , 这一发现将有助于临床上筛选患

者进行精准治疗。

6   总结与展望
腺鳞癌转分化是分子靶向治疗耐药的潜在机

制之一[16]。然而, 腺鳞癌转分化在KRAS抑制剂耐药

中的作用尚不清楚。KRAS基因存在多种突变 , 不同

突变亚型可激活不同程度的下游信号并影响肿瘤表

型。相比于中国人群 , KRAS基因突变在欧美人群中

的比例较高 , 意味着在欧美有更大的几率招募患者

(包括KRAS/LKB1共突变亚群 )并追踪患者对KRAS
抑制剂的响应。9例靶向耐药的KRASG12C患者中2例

肺腺鳞癌转分化患者的出现促使我们探索腺鳞癌

转分化是否直接驱动KRAS抑制剂耐药。我们分析

KRASG12C突变患者的临床数据 , 发现表达鳞癌特征

的肺腺癌患者往往具有较短的药物持续治疗时间。

Adagrasib耐药的小鼠模型和腺鳞癌转分化类器官

模型研究结果则进一步证明具有腺鳞癌转分化潜能

的肺腺癌对KRAS抑制剂有一定的耐药性。通过转

录组学和表观组学分析 , 我们发现了Elf5-ΔNp63转
录轴在腺鳞癌转分化及KRAS耐药过程中的调控作

用。通过多组学多数据整合分析 , 我们也首次鉴定

出了与腺鳞癌转分化和KRAS抑制剂耐药相关的生

物学标志物。

临床前和临床研究表明 , 肿瘤细胞的可塑性和

肿瘤内部基因水平的异质性是药物响应差异的主要

原因。STK11/LKB1突变使肺腺癌具有一定的表型

可塑性 , 部分肿瘤可通过腺鳞癌转分化逃脱药物治

疗。而开发针对KRAS/LKB1突变腺癌中高表达鳞癌

特征的亚型的新型联合治疗策略 , 将有助于最大限

度地发挥KRAS抑制剂的疗效。筛选出新的腺鳞癌

转分化相关的生物学标志物也将有助于临床治疗过

程中患者的筛选并推进精准治疗。
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