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［摘 要］ 目的：探究蓬乱蛋白相关形态形成活化因子（dishevelled⁃associated activator of morphogenesis，DAAM）1和DAAM2在
胰腺癌中的表达及临床意义。方法：购买胰腺癌组织芯片（HPanA120Su02），包含66例癌及54例癌旁样本；采用免疫组织化学法

检测DAAM1、DAAM2在胰腺癌及癌旁组织中的表达水平；下载癌症基因组图谱（the Cancer Genome Atlas，TCGA）数据库中

DAAM1、DAAM2及细胞程序性死亡配体1（programmed cell death ligand 1，PDL1）等免疫检查点分子的表达谱数据；采用 t检验、

χ2检验、log⁃rank检验、相关性分析等统计学方法分别分析DAAM1、DAAM2在癌与癌旁组织间表达的差异，二者的共表达关系，与

临床病理参数、预后的关系，及其与免疫检查点分子表达的相关性。结果：相较于癌旁组织，DAAM1、DAAM2在胰腺癌中的表达

均显著上调（P < 0.001），且胰腺癌组织中DAAM1与DAAM2的表达呈显著正相关（P < 0.001）；DAAM1表达水平与肿瘤分化程度

（P=0.062）和患者生存状态（P=0.061）存在一定相关性，但差异无统计学意义，与其他临床病理参数无显著相关性（P > 0.05），

而DAAM2表达水平与各项临床病理参数均无显著相关性（P > 0.05）；TCGA数据库中，DAAM1及DAAM2与PDL1等多个免疫

检查点的表达呈显著正相关（P < 0.001）。结论：DAAM1、DAAM2在胰腺癌中的表达显著上调，与PDL1等免疫检查点的表达

呈正相关，可能是胰腺癌发生、发展及免疫逃避的关键调控因素。
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［Abstract］ Objective：To explore the expression and clinical significance of dishevelled ⁃ associated activator of morphogenesis 1
（DAAM1）and DAAM2 in pancreatic cancer. Methods：Pancreatic cancer tissue microarray（TMA，HPanA120Su02）was obtained from
OUTDO BioTech（Shanghai），including 66 tumor samples and 54 adjacent samples. Immunohistochemistry（IHC）was used to detect
the expression levels of DAAM1 and DAAM2 in pancreatic cancer and para⁃tumor tissues. Expression profiles of DAAM1，DAAM2，
PDL1 and other immune checkpoints were downloaded from the TCGA database. Statistical methods，such as t⁃test，χ2 test，log⁃rank
test and correlation analysis，were used to analyze the differential expression of DAAM1 and DAAM2 between tumor and adjacent
samples，the co⁃expression pattern of DAAM1 and DAAM2，and their association with clinicopathological parameters，prognosis and
expression levels of immune checkpoints. Results：Compared with the adjacent tissues，the expression of DAAM1 and DAAM2 in
pancreatic cancer were significantly upregulated（P < 0.001），and the expression levels of DAAM1 and DAAM2 in pancreatic cancer
tissue were significantly positively correlated（P < 0.001）. There was marginally significant in the correlation between DAAM1
expression and tumor differentiation（P=0.062）and survival status（P=0.061），but DAAM1 expression was not significantly correlated
with other clinic⁃pathological parameters（P > 0.05）. However，DAAM2 expression was not related to any clinic⁃pathological parameters
（P > 0.05）. In the TCGA database，DAAM1 and DAAM2 were positively correlated with the expression levels of multiple immune
checkpoints（P < 0.001）. Conclusion：The expression of DAAM1 and DAAM2 are significantly upregulated in pancreatic cancer，and
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胰腺癌是一种恶性程度高、诊断和治疗较为困

难的消化系统常见恶性肿瘤。2020年世界范围内有

超过40万人死于胰腺癌，5年总生存率仅约9%［1］。近

年来，胰腺癌的发病率和病死率显著增加［2］。根据

美国癌症协会发布的最新统计数据，到 2020年，美

国有约57 600例新发胰腺癌病例和近50 000例死亡

病例［2］。在中国，胰腺癌的发病率逐年上升，在男性

中已成为排名第7位的恶性肿瘤，且其病死率在全人

群肿瘤相关死亡中同样排名第7位［3］。尽管治疗策略

不断发展，靶向治疗、免疫治疗逐渐走进肿瘤治疗

领域［4］，但胰腺癌的预后仍未得到显著改善。因此，

进一步探究胰腺癌发生、发展的分子机制及寻找新

的治疗靶点和生物标志物对胰腺癌的防治有非常

重要的意义。

蓬乱蛋白相关形态形成活化因子（dishevelled⁃
associated activator of morphogenesis，DAAM）是形成

素蛋白的亚类，共包括 2 个家族成员，分别为

DAAM1及DAAM2。既往研究表明，DAAM家族成员

在恶性肿瘤发生、发展中起重要作用。DAAM1在乳

腺癌［5-6］、胶质瘤［7］中响应分泌蛋白Wnt5a的刺激，并

诱发下游小G蛋白RhoA的活化，从而增强肿瘤细胞

的迁移和侵袭能力。DAAM2可驱动泛素连接酶E3
基因VHL（Von Hippel⁃Landau）的降解进而上调缺氧

诱导因子1α（hypoxia⁃inducible factor 1α，HIF⁃1α）的表

达，促进胶质瘤、肝癌的进展［8-9］。然而，目前为止尚无

关于DAAM家族成员在胰腺癌中的研究报道。

癌症基因组图谱（the Cancer Genome Atlas，TCGA）
提供了共33种肿瘤的高通量检测数据。近年来，基

于TCGA数据库的分析很大程度上助力了肿瘤标志

物的研究［10-11］。本研究通过TCGA数据挖掘及免疫

组化染色，分析DAAM1和DAAM2在胰腺癌样本中

的表达及其临床价值，并率先探究了DAAM家族与

免疫检查点的关系，提示DAAM家族可能是调控胰

腺癌免疫逃避的关键因素。

1 对象和方法

1.1 对象

胰腺癌组织芯片（HPanA120Su02，上海芯超生

物科技有限公司）。HPanA120Su02芯片包含 66例

癌及 54例癌旁样本。组织芯片的使用由上海芯超

生物科技有限公司临床研究伦理委员会批准通过

（审批编号：YBM⁃05⁃02）。
1.2 方法

1.2.1 免疫组化染色

取胰腺癌组织芯片进行免疫组化（immuno⁃
chemistry，IHC）染色。过程如下：按常规方法进行

脱蜡，水合，将切片用二甲苯浸泡5 min，更换二甲苯

后再浸泡 5 min。分别在无水乙醇中浸泡 5 min、
95%乙醇中浸泡 5 min、85%乙醇中浸泡 5 min、70%
乙醇中浸泡 5 min，PBS浸洗 3 min×3次。柠檬酸钠

缓冲液抗原修复，滴 3%H2O2⁃甲醇溶液灭活内源性

过氧化物酶，1% BSA 工作液封闭，滴加一抗

（DAAM1：1∶200稀释，武汉三鹰生物技术有限公司；

DAAM2：1∶50稀释，武汉三鹰生物技术有限公司）。

4 ℃孵育过夜，PBS缓冲液冲洗3次，滴加二抗，37 ℃
孵育 30 min，PBS缓冲液冲洗 3次。DAB反应染色，

冲洗后苏木精复染，干燥封片检测。用Aperio病理

扫描程序对染色的切片进行扫描拍照。

1.2.2 免疫组化结果判读

由专业病理分析人员在HALO程序辅助下采

用 12分制独立对DAAM1及DAAM2染色结果进行

半定量分析，将染色阳性细胞百分比评为 0~4分：

0（<5%）、1（6%~25%）、2（26%~50%）、3（51%~75%）

和 4（>75%），将染色强度评为 0~3 分：0（阴性）、

1（弱）、2（中）、3（强）。免疫反应性评分（immunore⁃
activity score，IRS）为阳性细胞的百分比评分和染色

强度评分的乘积。

1.2.3 癌症基因组图谱数据下载与分析

从 UCSC Xena（https：//xenabrowser.net/datapag⁃
es/）下载TCGA数据库胰腺癌RNA测序数据。基因

表达采用 log2（x+1）标准化的RSEM形式表示。提取

DAAM1、DAAM2、PDL1、PDL2、CD80、CD86等基因

表达数据。

1.3 统计学方法

本研究所涉及的数据分析均采用 SPSS 26.0软

件进行；部分生物信息学分析和图像可视化采用R

positively correlated with the expression levels of multiple immune checkpoints，which may be a critical regulatory factor for the
oncogenesis，progression and immune evasion in pancreatic cancer.
［Key words］ DAAM1；DAAM2；pancreatic cancer；prognosis；immune checkpoint
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A：胰腺癌旁组织及胰腺癌组织中DAAM1、DAAM2染色的代表图（×400）；B：DAAM1表达的评分统计；C：DAAM2表达的评分统计。

图1 胰腺癌及癌旁组织中DAAM1和DAAM2的表达

Figure 1 Expression levels of DAAM1 and DAAM2 in pancreatic cancer and adjacent tissues

语言进行；计量资料在统计图中以均数±标准差（x

± s）表示；计量资料的两两比较采用独立样本 t检

验或Mann⁃Whitney检验；DAAM1和DAAM2表达与

临床病理参数的关系采用χ2检验分析；生存分析

采用 log⁃rank 检验；两指标间相关性采用 Pearson
相关性分析。P < 0.05（双尾）为差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 胰腺癌及癌旁组织中DAAM1和DAAM2的表达

采用 IHC检测 66例胰腺癌组织及 54例癌旁组

织中DAAM1、DAAM2的表达水平。结果显示，胰腺

癌组织中DAAM1、DAAM2蛋白的表达量均显著高

于癌旁组织（P < 0.001，图1）。
通过分析TCGA数据库中DAAM1及DAAM2的

表达数据，DAAM1与DAAM2 mRNA表达呈显著正

相 关（P < 0.001，图 2A）；IHC 染 色 结 果 表 明 ，

DAAM1与DAAM2蛋白表达亦呈显著正相关（P <

0.001，图 2B）。

2.2 胰腺癌组织中DAAM1和DAAM2表达与患者

临床病理参数间的关系

卡方检验结果表明，DAAM1表达状态与肿瘤分

化程度（P=0.062）和患者生存状态（P=0.061）的相关

性存在一定统计学趋势，与其他临床病理参数无显

著相关性（P > 0.05，表 1）；DAAM2表达状态与各项

病理参数均无显著相关性（P > 0.05，表1）。
2.3 胰腺癌组织中DAAM1和DAAM2表达与患者

预后的关系

Kaplan ⁃Meier 法分析表明，TCGA 数据库中，

DAAM1 mRNA高表达与胰腺癌患者较短的总生存

期（overall survival，OS）显著相关（P=0.041，图 3A），

而DAAM2 mRNA表达与胰腺癌患者OS无显著相关

性（P > 0.05，图3B）；此外，DAAM1蛋白高表达与胰

腺癌患者较短的OS显著相关（P=0.047，图 3C），而

DAAM2蛋白表达与胰腺癌患者OS无显著相关性

（P > 0.05，图3D）。

A：DAAM1与DAAM2 mRNA表达的相关性；B：DAAM1与DAAM2蛋白表达的相关性。

图2 胰腺癌中DAAM1和DAAM2的表达的相关性

Figure 2 Correlation of expression levels of DAAM1 and DAAM2 in pancreatic cancer
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A：DAAM1 mRNA表达的与预后的关系；B：DAAM2 mRNA表达的与预后的关系；C：DAAM1蛋白表达的与预后的关系；D：DAAM2蛋白表

达的与预后的关系。

图3 DAAM1、DAAM2表达与胰腺癌预后的关系

Figure 3 Associations of DAAM1，DAAM2 expression and prognosis of pancreatic cancer

表1 DAAM1、DAAM2表达水平和胰腺癌临床病理参数的关系

Table 1 Association of DAAM1 DAAM2 expression and clinical features in pancreatic cancer

临床病理参数

年龄

≤60岁
>60岁

性别

男

女

T分期

T1~2
T3

N分期

N0
N1~2

M分期

M0
M1

TNM分期
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2B~4

分化程度
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Ⅱ~Ⅲ

生存状态

生存

死亡

例数

24
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28
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P值
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2.4 胰腺癌组织中DAAM1和DAAM2与免疫检查

点表达的相关性

TCGA数据库分析结果表明，DAAM1及DAAM2
与PDL1、PDL2、CD80、CD86等多个免疫检查点分子

的表达呈显著正相关（P < 0.001，图4）。

3 讨 论

形成素蛋白DAAM因其在脊椎动物胚胎发育

早期原胚肠形成中的作用被率先报道［12］。DAAM家

族共包括DAAM1和DAAM2两个成员，二者的经典

A：DAAM1 mRNA与免疫检查点表达的相关性；B：DAAM2 mRNA与免疫检查点表达的相关性。

图4 DAAM1、DAAM2 mRNA表达与胰腺癌中免疫检查点表达的相关性

Figure 4 Correlation of DAAM1，DAAM2 mRNA and immune checkpoints expression in pancreatic cancer
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功能为调控肌动蛋白聚合和解聚，在肌动蛋白依赖

的细胞行为中起到至关重要的调控作用［12-13］。据现

有报道，DAAM蛋白可作为Wnt/PCP通路中的信号转

导分子［14］，响应Wnt5a、Wnt11等多个Nnt通路的起始

信号，进而促进肿瘤细胞的迁移和侵袭［5，15］。Wnt信
号通路在胰腺癌发生、发展中起到重要作用。例

如，LINC01133可通过经典的Wnt/β⁃catenin通路促

进肿瘤细胞的上皮间充质转化，进而促进胰腺癌的

进展［16］。但作为非经典Wnt信号通路之一，DAAM
所在Wnt/PCP通路在胰腺癌中的研究报道较少。此

外，DAAM蛋白的一些非经典作用被逐渐揭示，如

DAAM1在新型冠状病毒（SARS⁃CoV⁃2）感染过程中

起到重要作用［17］；DAAM2可驱动泛素连接酶E3基

因VHL的降解进而上调HIF⁃1α的表达，提示其在基

因表达调控过程中可能起到一定作用［8］。然而，迄今

为止，尚未有研究关注胰腺癌中DAAM家族的作用。

本研究发现，胰腺癌组织中DAAM1、DAAM2蛋
白的表达量均显著高于癌旁组织，且二者表达呈显著

正相关。研究提示DAAM1和DAAM2有共同调控因

素，如miR⁃335可同时靶向DAAM1和DAAM2［18-19］，

这可能是DAAM1和DAAM2表达呈正相关的原因

之一。DAAM1表达状态与肿瘤分化程度和患者生

存状态的相关性存在一定统计学趋势，与其他临床

病理参数无显著相关性，而DAAM2表达状态与各

项临床病理参数均无显著相关性。Kaplan⁃Meier分
析表明，DAAM1 mRNA及蛋白高表达与胰腺癌患者

较短的OS显著相关，但DAAM2不是胰腺癌中的预

后因子，与胰腺癌预后无关。我们既往在胃癌中的

研究表明DAAM2与胃癌患者预后相关，DAAM1与
其预后无关［20］，这与胰腺癌中的研究结果相反，提

示DAAM1和DAAM2的作用可能存在组织间差异。

免疫治疗是肿瘤领域新兴的治疗策略，而免疫检

查点的表达是决定免疫治疗的关键因素之一［21-22］。

在本研究中，试图探索DAAM蛋白与包括 PDL1在

内的免疫检查点分子表达的相关性。通过对TCGA
数据库的分析，我们发现 DAAM1 和 DAAM2 与

PDL1、PDL2、CD80、CD86等多个免疫检查点呈显著

正相关。既往研究结果表明在不同免疫状态的宫

颈癌样本中，DAAM2 表达显著失调，通过与 RI⁃
POR2、SORBS1和CXCL8组合，四者构成的预后标

志物不仅可以预测宫颈癌患者的预后，同时可以预

测肿瘤对化疗及免疫治疗的反应［23］。此外，形成素

家族FMNL蛋白在胃癌中与免疫检查点分子表达及

免疫细胞浸润丰度呈正相关，但机制不明［24］。以上

提示，形成素蛋白家族可能参与了肿瘤免疫逃避的

调控过程。

本研究首次分析了DAAM蛋白在胰腺癌中的

表达及临床意义，表明DAAM1和DAAM2在胰腺癌
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组织中高表达，且DAAM1与患者较差的预后密切

相关。因此，临床上通过检测胰腺癌组织中DAAM1
的表达量，或可作为一种新型的预测胰腺癌患者预

后的分子标志物。此外，本研究发现DAAM蛋白与

免疫检查点PDL1之间存在共表达关系，提示DAAM
蛋白可能是调控胰腺癌免疫微环境的关键因素。

综上所述，DAAM蛋白可能是胰腺癌发生、发展、免

疫逃避等过程中的重要调控因素，可作为胰腺癌靶

向治疗新的候选靶点。
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