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胰腺癌组织中 KYNU mRNA 的表达及其与免疫浸润和 
预后的相关性研究

夏菊芳，刘 洪（无锡市第五人民医院普外科，江苏无锡  214000）

摘  要：目的 研究犬尿氨酸酶（kynureninase，KYNU）在胰腺癌组织中的表达及其与免疫浸润和预后的关系。方

法 选取 2019 年 1 月 ~2021 年 6 月于无锡市第五人民医院普外科行手术治疗的 49 例可切除胰腺癌患者为研究对象，均

经病理学及影像学诊断为可切除胰腺癌，肿瘤 TNM 分期为Ⅰ ~ Ⅲ期，术前均为接受新辅助治疗，收集其胰腺癌组织和

对应癌旁组织（距离癌灶≥ 4 cm）标本。采用免疫组织化学染色法检测胰腺癌组织及对应的癌旁组织中 KYNU 蛋白表

达及癌组织中 CD8+TILs，CD103+TILs，CD68+TAMs，CD204+TAMs 和 CD11c+DCs 浸润情况，实时荧光定量 PCR 反应检

测 KYNU mRNA 的相对表达量，Pearson 相关分析、Kaplan-Meier 生存曲线、COX 比例风险回归模型分析 KYNU mRNA
表达与免疫浸润和预后的关系。结果 胰腺癌组织中 KYNU 蛋白阳性率（77.6%）及 mRNA 表达量（2.9±0.7）显著

高于癌旁正常组织（38.8%，0.8±0.5），差异具有统计学意义（χ2=15.138，t=17.088，均 P < 0.05）；KYNU 高表达组

CD8+TILs，CD103+TILs，CD68+TAMs，CD204+TAMs 及 CD11c+DCs 的浸润数目显著高于 KYNU 低表达组，差异具有

统计学意义（t=2.533 ～ 5.806，均 P < 0.05）；胰腺癌中 KYNU mRNA 表达与 CD8+TILs，CD103+TILs，CD68+TAMs，
CD204+TAMs 及 CD11c+DCs 的浸润数目呈正相关（r=0.514，0.502，0.319，0.415，0.438，均 P < 0.05）；KYNU 高表达

组累积 OS 及累积 DFS 显著低于 KYNU 低表达组（20.0% vs 42.9%，14.3% vs 35.7%），差异均有统计学意义（Log Rank 
χ2=4.358，4.273，P = 0.039，0.042）。多因素 COX 回归分析结果显示，TNM 分期Ⅲ期（HR：1.653，95%CI：1.294 ～ 1.937）、

低分化（HR：1.671，95%CI：1.284 ～ 2.003）、淋巴结转移（HR：1.582，95%CI：1.117 ～ 1.896）、KYNU 高表达（HR：1.591，
95%CI：1.106 ～ 1.902）是影响胰腺癌预后的独立危险因素（均 P < 0.05）。结论 KYNU 在胰腺癌组织中显著高表达，

与胰腺癌免疫浸润及临床预后密切相关，可能成为胰腺癌预测预后的潜在生物标志物。
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Expression of KYNU mRNA in Pancreatic Cancer Tissue and Its Correlation 
with Immune Infiltration and Prognosis

XIA Jufang, LIU Hong（Department of General Surgery, Wuxi Fifth People’s Hospital, Jiangsu Wuxi 214000, China）

Abstract: Objective To study the expression of kynureninase (KYNU) in pancreatic cancer tissue and its relationship with 
immune invasion and prognosis. Methods A total of 49 patients with resectable pancreatic cancer who underwent surgical 
treatment in Department of General Surgery, Wuxi Fifth People’s Hospital from January 2019 to June 2021 were selected as the 
study subjects. All patients were diagnosed with resectable pancreatic cancer by pathology and imaging, and their TNM stagings 
of tumors were stages I-III, which received neoadjuvant therapy before surgery. Cancer tissue and corresponding paracancer 
tissue samples ( ≥ 4cm from the cancer focus) of all patients were collected. Immunohistochemical staining was used to detect 
the expression of KYNU protein in pancreatic cancer tissues and corresponding adjacent tissues, and the infiltration of CD8+TILs, 
CD103+TILs, CD68+TAMs, CD204+TAMs, and CD11c+DCs in cancer tissues. Real-time fluorescence quantitative PCR was used 
to detect the relative expression of KYNU mRNA. The relationship between KYNU mRNA expression and immune infiltration 
and prognosis was analyzed by Pearson correlation analysis, Kaplan Meier survival curve, and COX proportional hazards 
regression model. Results The positive rate of KYNU protein (77.6%) and mRNA expression(2.9±0.7) in pancreatic cancer 
tissues were higher than those in adjacent normal tissues(38.8%, 0.8±0.5), and the differences were significant (χ2=15.138, 
t=17.088, all P < 0.05). The infiltration number of CD8+TILs, CD103+TILs, CD68+TAMs, CD204+TAMs and CD11c+DCs in 
KYNU high expression group was higher than those in KYNU low expression group, and the differences were significant 
(t=2.533 ～ 5.806, all P < 0.05). The expression of KYNU in pancreatic cancer was positively correlated with the invasion 
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numbers of CD8+TILs, CD103+TILs, CD68+TAMs, CD204+TAMs and CD11c+DCs (r=0.514, 0.502, 0.319, 0.415, 0.438, all P < 
0.05). The cumulative OS and DFS of high KYNU expression group were lower than those of low KYNU expression group 
(20.0% vs 42.9%, 14.3% vs 35.7%), and the differences were significant (Log Rank χ2=4.358, 4.273, P = 0.039, 0.042). 
Multivariate COX regression analysis showed that TNM stage Ⅲ (HR: 1.653, 95%CI: 1.294 ～ 1.937), low differentiation (HR: 
1.671, 95%CI: 1.284 ～ 2.003), lymph node metastasis (HR: 1.582, 95%CI: 1.117 ～ 1.896) and KYNU high expression (HR: 
1.591, 95%CI: 1.106 ～ 1.902) were independent risk factors for pancreatic cancer prognosis (all P < 0.05). Conclusion KYNU 
was highly expressed in pancreatic cancer tissues, which was closely related to immune infiltration and clinical prognosis of 
pancreatic cancer. It may be a potential biomarker for predicting prognosis of pancreatic cancer.
Keywords: pancreatic cancer; kynureninase; immune infiltration

胰腺癌是消化道常见的恶性肿瘤之一，肿瘤转

移性和侵袭性极强，临床治疗以手术、化疗、放疗

为主，但根治术后 5 年生存率仅为 5%~20% [1]。因此，

进一步探究胰腺癌发生机制及寻找新的治疗靶点和

生物标志物具有重要临床意义。肿瘤免疫微环境与

肿瘤生长、侵袭、免疫逃逸等关系密切，其中 T 淋

巴细胞、巨噬细胞、树突状细胞等主要肿瘤浸润性

免疫细胞通过与癌细胞相互作用影响癌症的生物学

过程 [2]。犬尿氨酸酶（kynurenidase，KYNU）属于

犬尿氨酸家族，参与免疫调节影响肿瘤免疫微环境，

在肿瘤发生发展中发挥关键作用 [3-4]。在肿瘤环境

中，肿瘤细胞可将色氨酸代谢成犬尿氨酸（KYN），

抑制 CD8+T 细胞活性，从而促进肿瘤免疫逃逸，

而 M2 型巨噬细胞等产生的 IDO（吲哚胺 2，3- 二

氧化酶）可进一步介导色氨酸分解，当色氨酸浓度

<1 μmol/L 时可导致 T 细胞、NK 细胞的抗肿瘤功

能失调，以 KYN 为底物的 KYNU 在其中扮演重要

角色 [5]。基于此，本研究检测了 KYNU 在胰腺癌中

的表达情况，分析胰腺癌组织中 KYNU mRNA 表

达与肿瘤浸润淋巴细胞 CD8+TILs，CD103+TILs，

M2 型巨噬细胞 CD68+TAMs，CD204+TAMs，树突

状细胞 CD11c+DCs 及预后的关系，以期为胰腺癌

的治疗寻找潜在分子靶点，分析其是否可以作为潜

在的预后标志物。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选取 2019 年 1 月 ~2021 年 6 月于

无锡市第五人民医院普外科行手术治疗的 49 例可

切除胰腺癌患者为研究对象，其中男性 27 例，女

性 22 例，平均年龄 60.8±5.9 岁；肿瘤平均直径

2.9±0.7 cm，胰头部肿瘤 31 例，胰体尾部肿瘤 18 例；

TNM 分期 I~II 期 32 例，III 期 17 例；低分化 19 例， 
中 - 高分化 30 例；导管腺癌 43 例，其他类型 6 例；

发生淋巴结转移 17 例，血管侵犯 19 例；术后接受

辅助治疗共 35 例。收集所有患者癌组织和对应癌

旁组织（距离癌灶≥ 4 cm）标本，病理标本均由

本院病理科医师采集制成蜡块并证实为胰腺癌组织

或癌旁正常组织。病例纳入标准：①术后病理检查

诊断为胰腺癌；②术前经超声、PET-CT 等影像学

检查评估为可手术切除胰腺癌；③肿瘤 TNM 分期

Ⅰ ~ Ⅲ期；④术前未接受放疗或化疗等辅助治疗。

排除标准：①并发其他恶性肿瘤；②并发有心、肝、

肾等重要脏器或免疫功能障碍；③临床资料不完整；

④非胰腺癌导致死亡。医院伦理委员会已批准本研

究，入选患者均知情同意。

1.2 试剂和仪器 KYNU 鼠抗人单克隆抗体（美

国 CST 公司）；CD68，CD204 单克隆抗体（北京

中杉生物技术有限公司）；CD8，CD103，CD11c
单克隆抗体（美国 BioDot 公司）；山羊抗兔二抗（丹

麦 Dako 试剂公司）；二氨基联苯胺（DAB）显色

剂（福州迈新生物技术公司）；Invitrogen Trizol 试

剂（美国 Invitrogen 公司）；TAKARA 反转录试剂

盒（大连宝生物工程有限公司）；Cobas z 480 实时

荧光定量 PCR 仪（瑞士 Roche 公司）。

1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学染色方法及结果判读：将石蜡

包埋的胰腺癌组织及对应癌旁组织制成厚度 4 μm
的切片；二甲苯行脱蜡处理，100%，85%，75% 浓

度梯度乙醇水化；切片置入 EDTA 抗原修复缓冲液

中浸泡，高温修复抗原，冷却至室温；3ml/dl 过氧

化氢甲醇阻断液室温封闭 15 min；滴加一抗，室温

孵育 1h，PBS 液冲洗，滴加 50 μl 反应增强剂，

室温孵育 20 min，PBS 液冲洗；滴加二抗，置于室

温孵育 30 min，PBS 液冲洗；滴加 DAB 显色液室

温染色 5 min，染至棕黄色用自来水冲洗，苏木素

复染 25s；梯度乙醇脱水、二甲苯透明、干燥后用

中性树脂胶封片，显微镜下摄像、记录图像。染色

结果判读：①光学显微镜下随机观察每张切片 5 个

视野并进行阳性细胞计数。KYNU 蛋白于细胞核或

细胞质中表达，以胞质和（或）细胞核内出现淡黄

色或棕黄色颗粒为阳性染色。采用半定量积分法对

染色结果进行评分，染色强度：无染色（0 分），

浅黄色（1 分），棕黄色（2 分），深棕色（3 分），

阳性细胞比率：＜ 5%（0 分），5%~25%（1 分），

26%~50%（2 分），51%~75%（3 分），＞ 75%（4 分）；

计算染色强度与阳性细胞比率乘积：＜ 3 分为阴

性表达，≥ 3 分为阳性表达。②镜下观察免疫细
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胞 CD8+TILs，CD103+TILs，CD68+TAMs，CD204+ 

TAMs 及 CD11c+ 的浸润数目，每张组织切片选取 5
个免疫细胞最丰富的视野观察计数，结果取 5 个视

野的均值。

1.3.2 实 时 荧 光 定 量 PCR（qRT-PCR） 反 应： 取

胰腺癌组织及对应癌旁组织匀浆处理，使用 Trizol
试 剂 提 取 总 RNA 并 检 测 其 浓 度 与 纯 度； 根 据

TAKARA反转录试剂盒说明书配置PCR反应体系，

完成 PCR 扩增，反应条件：95℃ 30 s，95℃ 5 s， 
60℃ 30 s，循环 40 次，荧光定量 PCR，GAPDH 作

为内参基因，记录 Ct 值，计算 KYNU mRNA 相对 
表达量。KYNU 正向引物：5’-TCAGCCGGAAGC 
CTACAAGTTC-3’，反向引物：5’-TCTCGTTGTAGT 
GCTTCCAGC-3’；GAPDH 正向引物：5’-TGCCAT 
GCTGATGCGTTC-3’，反向引物：5’-GTGCATGCTC 
CGAGCTC-3’。
1.3.3 随访：患者出院后通过门诊复查及电话等方

式随访，于出院后 1 月、3 月、6 月各随访 1 次，

以后每半年随访 1 次。以手术日开始随访截至 2023
年 1 月，总生存期（overall survival，OS）为患者

死亡日期或随访截止日期，无病生存期（disease-free 
survival，DFS）至癌症复发、转移日期，统计所有

患者 OS 和 DFS。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 22.0 统计学软件处理

数据。KYNU 蛋白阳性等计数资料以 n（%）表示，

组间比较采用 χ2 检验；KYNU mRNA 表达及免疫

细胞浸润数目等计量资料以均数 ± 标准差（x±s）

表 示， 组 间 比 较 采 用 t 检 验；Pearson 相 关 分 析

KYNU 与胰腺癌免疫浸润细胞的相关性；Kaplan-
Meier 生存曲线分析 KYNU 表达与胰腺癌预后的

关系。COX 比例风险回归模型分析影响胰腺癌患

者预后生存的危险因素。P<0.05 为差异有统计学 
意义。

2 结果

2.1 胰腺癌组织及癌旁正常组织中 KYNU 的表

达 免疫组织化学染色结果显示：癌组织中 KYNU
蛋白阳性表达率（77.6%，38/49）显著高于癌旁

正 常 组 织（38.8%，19/49）， 差 异 有 统 计 学 意 义

（χ2=15.138，P < 0.05）；qRT-qPCR 结 果 显 示：

癌 组 织 中 KYNU mRNA 表 达（2.9±0.7） 显 著 高

于癌旁正常组织（0.8±0.5），差异有统计学意义

（t=17.088，P < 0.05）。

2.2 胰腺癌 KYNU mRNA 表达与免疫浸润的关

系 胰腺癌组织中 CD8+TILs 计数为 103.1±14.2 个，

CD103+TILs 计数为 50.9±8.4 个，CD68+TAMs 计数

为 63.7±9.8 个，CD204+TAMs 计数为 23.5±3.3 个，

CD11c+DCs 计数为 43.6±7.4 个。

根 据 KYNU mRNA 表 达 量 将 胰 腺 癌 患 者 分 为

KYNU 高表达组（n=35）和 KYNU 低表达组（n=14）。

KYNU 高 表 达 组 CD8+TILs，CD103+TILs，CD68+ 

TAMs，CD204+TAMs 及 CD11c+DCs 的 浸 润 数 目

显著高于 KYNU 低表达组，差异具有统计学意义

（均 P < 0.05），见表 1。Pearson 相关性分析显示，

胰 腺 癌 中 KYNU mRNA 表 达 水 平 与 CD8+TILs，

CD103+TILs，CD68+TAMs，CD204+TAMs 及

CD11c+DCs 的浸润数目呈正相关（r=0.514，0.502，

0.319，0.415，0.438，均 P < 0.05）。
表 1 胰腺癌不同 KYNU mRNA 表达组中免疫 

                         浸润情况比较（x±s，个）

免疫细胞
KYNU 高表达

（n=35）
KYNU 低表达

（n=14）
t P

CD8+TILs 110.6±12.7 86.1±14.9 5.806 0.000

CD103+ TILs 56.2±11.6 39.4±9.9 4.762 0.000

CD68+TAMs 66.4±13.4 6.2±10.8 2.533 0.015

CD204+TAMs 27.7±6.9 15.9±5.1 5.783 0.000

CD11c+DCs 50.6±12.3 31.8±10.6 5.015 0.031

2.3 KYNU 表达与胰腺癌患者预后的关系 所有

患者均获得随访，随访时间 19 ～ 48 个月，中位随

访时间 24 个月。KYNU 高表达组死亡 28 例（80.0%），

复发、转移 30 例（85.7%）；KYNU 低表达组死亡

8 例（57.1%），复发、转移 9 例（64.3%）。绘制

Kaplan-Meier 生存曲线显示，KYNU 高表达组累积

OS 及累积 DFS 显著低于 KYNU 低表达组（20.0% 
vs 42.9%，14.3% vs 35.7%），差异具有统计学意义

（Log Rank χ2=4.358，4.273，P = 0.039，0.042），

见图 1。

2.4 胰腺癌预后影响因素COX回归分析 见表 2。

单因素分析结果显示，肿瘤直径、TNM 分期、分

化程度、淋巴结转移、血管侵犯、术后辅助治疗、

KYNU 表达与胰腺癌术后预后相关（均 P < 0.05）；

进一步多因素 COX 回归分析结果显示，TNM 分期

Ⅲ期、低分化、淋巴结转移、KYNU 高表达是影响

胰腺癌预后的独立危险因素（均 P < 0.05）。

3 讨论

胰腺癌是最具侵袭性的恶性肿瘤之一，也是癌

症死亡的常见原因，临床诊疗水平虽不断提高，但

整体治疗效果欠佳。胰腺癌的发生发展、治疗抵抗、

不良预后等与肿瘤微环境的免疫抑制性有关，微环

境中除肿瘤组织外的免疫细胞与基质细胞越多，肿

瘤纯度越低 [6]。因此，以肿瘤微环境为靶点的免疫

治疗成为现临床胰腺癌研究的热点，而寻找肿瘤免

疫微环境的相关基因有望为其提供新的生物标志

物。KYNU 是一种表达于细胞质中的蛋白质，存在

于心、肝、肾、脑等组织和血管，参与人体色氨酸
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经犬尿氨酸的代谢途径，减轻色氨酸对免疫细胞的

抑制作用，与肿瘤的发生、发展有关 [7]。Fahrmann 
等 [8-9] 研究结果显示，KYNU 表达上调与肺腺癌患

者预后不良有关，与宫颈癌预后差及化疗耐药相关。

现临床关于 KYNU 在胰腺癌中的潜在功能和机制

尚不清楚，需进一步深入研究。

图 1 胰腺癌患者中 KYNU 表达与预后的生存曲线
表 2 胰腺癌患者预后影响因素的 COX 回归分析

变量
单因素分析 多因素分析

HR（95%CI） P HR（95%CI） P

性别 ( 男 / 女 ) 0.949(0.603 ～ 1.241) 0.216 - -

年龄 (<60 岁 / ≥ 60 岁 ) 0.819(0.511 ～ 1.147) 0.279 - -

肿瘤位置 ( 胰头 / 胰体尾 ) 1.041(0.679 ～ 1.39) 0.093 - -

病理类型 ( 导管腺癌 / 其他 ) 1.053(0.717 ～ 1.434) 0.081 - -

肿瘤直径 (<3 cm/ ≥ 3 cm) 1.527(1.033 ～ 1.865) 0.039 1.399(0.976 ～ 1.764) 0.062

TNM 分期 ( Ⅰ ~ Ⅱ / Ⅲ期 ) 1.741(1.358 ～ 2.017) 0.016 1.653(1.294 ～ 1.937) 0.024

分化程度 ( 中高 / 低 ) 1.753(1.343 ～ 2.066) 0.015 1.671(1.284 ～ 2.003) 0.023

淋巴结转移 ( 有 / 无 ) 1.603(1.169 ～ 1.997) 0.028 1.582(1.117 ～ 1.896) 0.035

血管侵犯 ( 有 / 无 ) 1.437(1.006 ～ 1.813) 0.041 1.411(0.998 ～ 1.714) 0.057

术后辅助治疗 ( 是 / 否 ) 1.409(1.006 ～ 1.813) 0.045 1.376(0.993 ～ 1.745) 0.064

KYNU( 高表达 / 低表达 ) 1.642(1.171 ～ 2.005) 0.023 1.591(1.106 ～ 1.902) 0.031

本研究结果显示，胰腺癌组织中 KYNU 蛋白

阳性表达率及 mRNA 水平显著高于癌旁正常组织，

表明 KYNU 可能参与了胰腺癌的发生、发展过程。

近年研究证实，癌症患者特殊的肿瘤微环境可通过

多种途径促进肿瘤进展，而肿瘤浸润免疫细胞是肿

瘤微环境中主要的参与者，与患者预后密切相关 [10]。 
肿瘤浸润淋巴细胞在抗肿瘤免疫中发挥主要作用，

包 括 CD8+TILs，CD103+TILs 等 [11]。 巨 噬 细 胞 在

肿瘤免疫微环境中浸润丰富，通过与肿瘤细胞及脂

肪细胞等相互作用，调节炎症和免疫反应及代谢

状态，进而影响肿瘤增殖和侵袭。CD68+TAMs，

CD204+TAMs 均为 M2 型巨噬细胞表型，可抑制自

然杀伤细胞和 T 淋巴细胞的抗肿瘤活性，伴随着大

量抗炎因子的产生，发挥其促肿瘤作用 [12]。CD11c+

树突状细胞作为功能最强的专职抗原提呈细胞之

一，在肿瘤免疫微环境中可被多种机制导致分化和

成熟障碍，致使抗原提呈和激活 T 细胞的能力抑制，

参与肿瘤的免疫反应 [13]。考虑肿瘤免疫浸润细胞

在肿瘤发生发展中发挥重要作用，本研究检测胰腺

癌 组 织 中 CD8+TILs，CD103+TILs，CD68+TAMs，

CD204+TAMs 及 CD11c+ 的免疫细胞浸润情况，并

分析 KYNU 基因的表达对免疫细胞浸润的影响，结

果发现 KYNU 高表达组 CD8+TILs，CD103+TILs，

CD68+TAMs，CD204+TAMs 及 CD11c+ 的浸润数目

显著高于 KYNU 低表达组，且 KYNU 表达与免疫

细胞的浸润数目呈正相关，提示 KYNU 基因调控

胰腺癌免疫细胞功能的潜在作用机制。

KYNU 作为机体色氨酸代谢途径中的重要酶，

其可催化 3- 羟基犬尿氨酸或犬尿氨酸分别生成 3-
羟基邻氨基苯甲酸和邻氨基苯甲酸，其中 3- 羟基

邻氨基苯甲酸再经一系列酶催化生成乙酰 CoA、

尼克酰胺核苷酸、喹啉酸等代谢产物，通过不同免

疫逃逸机制帮助癌细胞逃避免疫监视，促进肿瘤的

发生、发展 [14]。本研究通过 Kaplan-Meier 曲线分
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析显示，KYNU 高表达组累积 OS 及累积 DFS 显

著低于 KYNU 低表达组，表明 KYNU 表达与胰腺

癌患者预后密切相关，且胰腺癌组织中 KYNU 高

表达者预后较差。进一步采用 COX 比例风险回归

模型分析显示 TNM 分期Ⅲ期、低分化、淋巴结转

移、KYNU 高表达是影响胰腺癌预后的独立危险因

素，提示 KYNU 可能成为胰腺癌预测预后的潜在

生物标志物。YANG 等 [15] 研究表明，以犬尿氨酸

为 底 物 的 KMO，KAT 及 KYNU 中， 只 有 KYNU
具有生物化学及药理学特性，有望成为体内给药的

候选药物。KYNU 能够分解代谢犬尿氨酸，从而

减轻犬尿氨酸对免疫细胞的抑制，认为 KYNU 对

改善肿瘤免疫抑制具有重要作用，进一步验证了本

研究方向的正确性。然而本研究样本量较少，且未

对 KYNU 参与胰腺癌免疫浸润的分子机制进行研

究，后续需扩大样本量、完善相关实验进一步验证

KYNU 在胰腺癌中的作用机制，为胰腺癌治疗提供

新思路。

综上所述，KYNU 在胰腺癌组织中显著高表达，

与胰腺癌免疫浸润及临床预后密切相关，可能成为

胰腺癌预测预后的潜在生物标志物。
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