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Abstract: Objective　 To  analyze  the  PLCβ4  gene  mRNA  expression  and  its  clinical  significance  in
hepatocellular  carcinoma  (HCC)  based  on  TCGA  database. Methods　Based  on  the  data  on  424  clinical
samples (including 374 cases of HCC tissues and 50 cases of nontumor liver tissues) in the TCGA database,
Kaplan–Meier method, Cox regression analysis, and immune infiltration analysis were performed to evaluate
the relationship between PLCβ4 gene and the clinical characteristics and survival prognosis of HCC patients.
Correlation  analysis  between  PLCβ4  gene  and  24  types  of  immune  cells  was  applied  to  investigate  the
relationship between PLCβ4 gene and immune cell infiltration and mRNA expression level of TP53 gene, a
high-frequency  mutation  gene  in  HCC.  In  addition,  paraffin  sections  of  highly,  moderately,  and  poorly
differentiated tumor tissues and normal liver tissues from HCC patients were collected. The histopathological
observation was carried out via HE staining method, and the expression levels of PLCβ4 and Ki-67 proteins in
each clinical sample were verified through the immunohistochemical method. Results　The expression level
of PLCβ4 gene in HCC was significantly higher than that in normal tissues (P<0.01), and all patients in the
PLCβ4  high-expression  group  had  a  significantly  longer  overall  survival  than  those  in  the  low-expression
group  (P<0.05),  which  suggested  that  PLCβ4  substantially  affected  the  prognosis  of  HCC  patients.
Correlation analysis showed that the expression level of PLCβ4 gene was highly correlated with immune cell
infiltration and the  expression level  of  TP53 gene.  As verified  by clinical  sample  experiments,  HE staining
experiments  and immunohistochemical  results  revealed that  PLCβ4 gene expression in  HCC tissue samples
was  significantly  higher  than  that  in  normal  tissues  (P<0.001),  and  it  was  negatively  correlated  with  the
degree of differentiation. Conclusion　PLCβ4 may serve as an independent prognostic factor in HCC and is
expected to be a novel molecular target for HCC treatment.
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摘　要：目的　基于癌症基因组图谱
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（TCGA）数据库分析肝细胞癌中PL-Cβ4基因mRNA的表

达及其临床意义。方法　基于TCGA数据库中的424例临床

样本资料（包括肝细胞癌组织374例，非肿瘤肝组织

50例），采用Kaplan-Meier法、Cox回归分析、免疫浸润分

析，评估PLCβ4基因与HCC患者临床特征及生存预后的关

系。应用PLCβ4基因与24种免疫细胞的相关性分析，观察

PLCβ4基因与免疫细胞浸润的关系及与肝癌高频突变基因

TP53 mRNA表达水平的相关性。另外收集新疆医科大学第

一附属医院病理科HCC患者的高、中、低分化肿瘤组织以

及正常肝组织石蜡切片各20例，HE染色法进行组织病理学

观察，免疫组织化学法对各临床样本中PLCβ4、Ki-67蛋白

表达水平进行验证。结果　 PLCβ4基因在HCC中的表达水

平显著高于正常组织（P<0.01），且PLCβ4高表达患者的

总生存期均明显长于低表达者（P<0.05），提示PLCβ4显
著影响HCC患者预后。相关性分析结果显示PLCβ4基因的

表达水平与免疫细胞浸润高度相关；且PLCβ4与TP53基因

的表达水平高度相关。HCC组织样本中的PLCβ4基因表达

显著高于正常组织（P<0.001），且与分化程度呈负相关关

系。结论　PLCβ4可作为肝细胞癌的一个独立预后因素，

有望成为HCC治疗的新型分子靶点。

关键词：肝细胞癌；PLCβ4基因；TCGA数据

库；磷脂酰肌醇信号系统

中图分类号：R735.7
开放科学(资源服务)标识码(OSID):   　　　

0    引言

肝癌已成为全球第三大癌症相关死亡原因，其

中肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma, HCC）的发

病率约占原发性肝脏恶性肿瘤的85%以上[1]。随着

经济的发展和生活方式的改变，HCC的发病趋于年

轻化且生存率无明显改善[2]，主要原因是其发病隐

匿性强、肿瘤转移速度快及预后较差[3-4]。因此，寻

找早期筛查和诊断的新型分子靶标，是改善HCC预
后的关键。

磷酸肌醇特异性磷脂酶-Cβ4基因（Phospho-
lipase-Cβ4 gene,  PLCβ4）编码磷脂酶同工酶β4蛋
白，属于调节肌醇脂质代谢的超家族，参与肿瘤的

迁移、侵袭和耐药[5-6]。PLCβ4可将膜结合的磷脂酰

肌醇4,5-二磷酸（PIP2）水解为肌醇1,4, 5-三磷酸

（IP3）和二酰基甘油（DAG），二者作为细胞内

磷脂酰肌醇信号转导途径中重要的第二信使，在细

胞内信号转导中起重要作用。DAG介导蛋白激酶

C的活化，而IP3触发钙从细胞内储库释放[7-8]。研

究表明，PLCβ4表达增加与间皮瘤、黑色素瘤和胃

肠道肿瘤等实体瘤患者的低生存率密切相关[5,9-10]。

文献报道，PLCβ4在人乳腺癌细胞MCF-7中差异表

达，并与肿瘤多药耐药相关[11]，但该基因在HCC中
的表达鲜有报道。基于上述研究背景，PLCβ4作为

脂质代谢的关键基因在多种恶性实体瘤中异常表

达，且在抑制肿瘤细胞增殖和转移方面的机理亟待

挖掘，提示PLCβ4可作为磷脂酰肌醇信号通路的潜

在关键靶标。因此，有必要深入研究PLCβ4基因参

与HCC发生发展的机制。

本研究通过分析TCGA数据库和临床肝癌及癌

旁组织标本中PLCβ4基因的差异表达，分析PLCβ4
表达与患者临床病理参数及预后的相关性，并对

PLCβ4与免疫浸润及肝癌高频突变基因TP53的相关

性进行评价。此外，本研究还利用临床样本对分析

结果进行验证，旨在为HCC的诊断、治疗和预后评

估提供诊疗标志物和治疗靶点。

1    资料与方法

1.1    生物信息学分析

1.1.1    数据来源和预处理　自TCGA数据库（htt-
ps://portal.gdc.cancer.gov/）收集HCC项目中level 3
HTSeq-FPKM格式的RNAseq数据，包含374例HCC
组织样本和50例癌旁组织样本的mRNA表达谱及临

床数据。利用软件StrawBerry Perl5.30.1将基因表达

数据整理成基因表达矩阵用于后续分析，删除临床

特征不明确和生存时间缺失的患者数据[12]。

1.1.2    PLCβ4基因表达情况分析　使用R 4.0.2软件

对RNA Seq V2数据进行分析，对HCC肿瘤组织样

本和癌旁组织样本中PLCβ4基因的mRNA表达量数

据进行分析，比较PLCβ4基因在HCC样本和正常样

本中的表达差异。

1.1.3    PLCβ4基因生存预后分析　利用R4.0.2软件

的survminer R包对mRNA原始数据进行处理，并经

log2转换后用于后续分析。根据X-tile 3.6.1软件确

立最佳分组截断值，以PLCβ4基因的中位表达水平

为界限，分为低表达组和高表达组 [13]。通过Kap-
lan-Meier法分析两组之间总体生存期（Overall surv-
ival, OS）的差异，基于Cox回归模型计算危险比

（Hazard ratio, HR），评价该基因对HCC患者生存

预后的影响，并使用单因素和多因素Cox回归分析

PLCβ4在HCC中的预后价值。

1.1.4    PLCβ4与临床病理特征的相关性分析　

1.1.4.1    ROC曲线方法筛选具有诊断能力的基因　

通过Med Calc软件制作患者分类特征曲线（ROC曲
线），ROC曲线下面积（AUC）反映与诊断价值

的关系，面积越接近1.0，诊断真实度越高；面

积越接近0.5，真实度越低；面积等于0.5，无诊断

价值[14]。

1.1.4.2    PLCβ4与临床病理特征的相关性分析　利
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用Linkedomics在线分析系统，选取患者年龄、种

族、瘤体大小、淋巴结转移、远处转移和肿瘤分级

等作为HCC的临床病理特征指标，根据中位值将

PLCβ4基因表达分为两组，通过卡方检验，分析

PLCβ4基因高/低表达与临床病理特征之间的关系。

1.1.5    PLCβ4与免疫细胞浸润的相关性分析　考察

PLCβ4与24种免疫细胞[15]的相关性，通过HCC基因

表达谱定量免疫细胞，过滤掉P<0.05的样本后，采

用t检验对肿瘤组和正常组中24种免疫细胞进行差

异分析。并对靶标基因与肿瘤组织中的基质、免疫

细胞浸润和肿瘤纯度进行非参数检验相关性分析。

1.1.6    PLCβ4与TP53基因相关性分析　TP53作为

HCC常见的高频突变基因，在肿瘤的发生发展中起

着重要作用[16]。利用Spearson对PLCβ4与TP53及基

因相互之间的相关性进行检验。

1.2    临床样本验证实验

1.2.1    临床样本来源　收集2023年1月—2024年5月
在新疆医科大学第一附属医院进行手术切除治疗的

60例HCC患者临床病理资料及其组织石蜡切片，其

中，高、中、低分化HCC组织各20例，以及同时期

20例取活检并经病理诊断为非肿瘤患者的临床病理

资料及其肝组织石蜡切片，用于PLCβ4蛋白的免疫

组织化学染色验证实验。本研究获得本院伦理委员

会的批准（K202403-66）。

纳入标准：肿瘤切除部位为肝脏且术后经病理

组织学证实为HCC患者；排除标准：（1）肿瘤切

除部位为肝外胆管、胆囊等其他部位者；（2）合

并晚期肝病（肝功能衰竭、肝腹水等）者；（3）
合并其他重要脏器损伤者；（4）有凝血功能障碍

者；（5）为弥散性肝癌者。

1.2.2    试剂　PLCβ4抗体（货号：PA5-64922；北

京博奥森生物技术有限公司）；HRP-山羊抗兔

IgG聚合物二抗（货号：2323D0619；北京中杉金

桥生物技术有限公司）；过氧化氢（德州欣瑞达消

毒制品有限公司）；中性树胶（北京索莱宝科技有

限公司）；DAΒ显色试剂盒（北京中杉金桥生物技

术有限公司）。

1.2.3    组织病理学及蛋白表达检测　采用随机数字

表法，分别取高、中、低分化程度的HCC组织与正

常肝脏组织蜡块，5 μm厚切片，HE染色，在光学

显微镜下观察。

免疫组织化学染色步骤按照试剂盒说明书并结

合近期文献报道[17]进行染色及评价。经常规石蜡切

片、热抗原修复、灭活内源酶活性、封闭、一抗孵

育、二抗孵育、DAB显色、苏木精对比染色、盐酸

酒精分化、脱水、封片观察。PLCβ4表达于细胞

质，Ki-67表达于肿瘤细胞核，阳性细胞呈浅黄色

至棕黄色颗粒。染色结果判断：由两位资深病理医

师采用双盲法读片，以阳性细胞率和染色强度（即

阳性强度）作为判断标准。

1.3    统计学方法

x̄± s

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，计量

资料用（ ）表示，两组间比较采用t检验；计

数资料用百分率表示，两组间比较采用χ2检验、

Wilcoxon秩和检验。对HCC患者的年龄、性别、

TNM分期等临床指标进行量化赋值，利用Cox比例

回归模型进行单因素和多因素分析，生存分析采用

Kaplan-Meier法，P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    PLCβ4在HCC组织中的表达

根据TCGA数据库中HCC患者的基因表达数

据，发现PLCβ4基因在HCC中的表达水平显著高于

正常组织（P<0.001），见图1。
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图 1　基于TCGA数据库分析PLCβ4基因在HCC组织中的
表达
Figure  1　 Analysis  of  PLCβ4  gene  expression  in  HCC
tissues based on TCGA database
 

2.2    PLCβ4基因对HCC患者生存预后的影响

2.2.1    总体生存期（OS）曲线　OS曲线结果显示

PLCβ4高表达组患者的总生存期均明显长于低表达

组（P<0.05），见图2。结合2.1项下PLCβ4基因在

HCC样本和正常样本中的差异表达情况，提示

PLCβ4基因的表达情况显著影响HCC患者的预后。

2.2.2    PLCβ4与HCC患者预后的关系　单因素Cox
回归分析结果显示，肿瘤T分期、M分期、病理分

期、有无肿瘤、残余肿瘤和PLCβ4的表达水平与患

者的OS存在相关性（P<0.05）；将单因素Cox回归

分析中具有统计学意义的因素纳入多因素Cox回归

分析，发现肿瘤状况和PLCβ4的表达水平与患者

OS存在相关性（P<0.05），见表1。
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2.3    PLCβ4与临床病理特征的相关性

PLCβ4对HCC患者的总生存期影响的AUC为
0.780，表明PLCβ4预后风险模型在生存预测方面具

有预测价值，见图3。
PLCβ4的表达水平与TNM分期、凝血酶原时

间、甲胎蛋白（AFP）、有无肿瘤、组织学分级和

病理分期均无显著相关性（均P>0.05）；60岁以下

患者的PLCβ4表达量显著高于60岁以上患者（P<
0.01），见图4。
2.4    PLCβ4与免疫微环境的关系

结果显示，PLCβ4在肿瘤组织T细胞、浆细胞

样树突状细胞、自然杀伤细胞、CD56+自然杀伤细

胞、CD8+T细胞、Β细胞、T辅助细胞、效应记忆性

T细胞、辅助性滤泡T细胞和辅助型T细胞等16种免

疫细胞中的表达差异有统计学意义（P<0.05）。

PLCβ4基因表达水平与这16种免疫细胞的数量均呈
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图 2　基于TCGA数据库分析PLCβ4基因的表达对HCC患
者预后的影响

Figure  2　Effect  of  PLCβ4  gene  expression  on  the  progn-
osis of HCC patients analyzed based on TCGA database

 

表 1　HCC患者临床特征与PLCβ4基因表达的单因素和多因素Cox回归分析

Table 1　Univariate and multivariate Cox regression analyses of clinical characteristics and PLCβ4 gene expression in HCC
patients

Clinical characteristics n
Univariate analysis Multivariate analysis

HR(95% CI) P HR(95% CI) P
T stage
  T1-T2 277 Reference
  T4-T3 93 2.598 (1.826-3.697) <0.001 1.606 (0.212-12.182) 0.647
N stage
  N0 254 Reference
  N1 4 2.029 (0.497-8.281) 0.324
M stage
  M0 268 Reference
  M1 4 4.077 (1.281-12.973) 0.017 1.447 (0.339-6.166) 0.618
Pathologic stage
  Ⅰ-Ⅱ 259 Reference
  Ⅲ-Ⅳ 90 2.504 (1.727-3.631) <0.001 1.291 (0.171-9.743) 0.804
Tumor status
  Tumor free 202 Reference
  With tumor 152 2.317 (1.590-3.376) <0.001 2.706 (1.616-4.531) <0.001
Gender
  Female 121 Reference
  Male 252 0.793 (0.557-1.130) 0.200
Race
  Asian 159 Reference
  Black or African American 17 1.585 (0.675-3.725) 0.290
  White 185 1.323 (0.909-1.928) 0.144
Age (years)
  ≤60 177 Reference
  >60 196 1.205 (0.850-1.708) 0.295
Weight(kg)
  ≤70 184 Reference
  >70 161 0.941 (0.657-1.346) 0.738
Height(cm)
  <170 201 Reference
  ≥170 139 1.232 (0.849-1.788) 0.272
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正相关性。PLCβ4的表达与肿瘤组织中的基质、免

疫细胞浸润和肿瘤纯度均具有显著相关性（P<
0.01），见图5。
2.5    基因相关性分析

采用Spearman法对PLCβ4与TP53之间的相关性

进行分析，结果显示PLCβ4与TP53存在相关性（P<
0.001），见图6。
2.6    临床样本验证实验结果

HE染色结果显示，HCC组织可见肝小叶被完

全破坏，细胞体积增大，肝细胞脂肪变性明显，有

大量的空泡状细胞，炎性细胞大量浸润，部分细胞

出现气球样变、小细胞性增生的病变，且HCC组织

分化程度越低，组织破坏程度越严重。60例HCC患
者手术标本及其20例非肿瘤组织PLCβ4免疫组织化

续表 1　HCC患者临床特征与PLCβ4基因表达的单因素和多因素Cox回归分析

Table  1  (Continued)　 Univariate  and  multivariate  Cox  regression  analyses  of  clinical  characteristics  and  PLCβ4  gene
expression in HCC patients

Clinical characteristics n
Univariate analysis Multivariate analysis

HR(95% CI) P HR(95% CI) P
BMI(kg/m2)
  ≤25 177 Reference
  >25 159 0.798 (0.550-1.158) 0.235
Residual tumor
  R0 326 Reference
  R1 17 1.448 (0.705-2.972) 0.313 1.218 (0.439-3.378) 0.704
  R2 1 11.749 (1.595-86.516) 0.016
Histologic grade
  G1-G2 233 Reference
  G3-G4 135 1.091 (0.761-1.564) 0.636
AFP (ng/ml)
  ≤400 215 Reference
  >400 64 1.075 (0.658-1.759) 0.772
Prothrombin time(sec)
  ≤4 207 Reference
  >4 89 1.335 (0.881-2.023) 0.174
Adjacent hepatic tissue inflammation
  None 118 Reference
  Mild 101 1.204 (0.723-2.007) 0.476
  Severe 17 1.144 (0.447-2.930) 0.779
Albumin(g/dl)
  <35 69 Reference
  ≥35 230 0.897 (0.549-1.464) 0.662
Child-Pugh grade
  A 218 Reference
  B 21 1.595 (0.757-3.361) 0.219
  C 1 2.138 (0.294-15.544) 0.453
Fibrosis Ishak score
  0-2 106 Reference
  3-6 108 0.740 (0.445-1.232) 0.247
Expression of PLCβ4
  Low 187 Reference
  High 186 0.677 (0.478-0.959) 0.028 0.551 (0.328-0.925) 0.024
Note: Data related to patients with unclear clinical characteristics and missing survival times have been excluded from the table above.
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图 3　基于TCGA数据库分析PLCβ4基因对HCC诊断能力
的ROC曲线

Figure  3　ROC curve  of  diagnostic  ability  of  PLCβ4 gene
for HCC analyzed based on TCGA database
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学染色结果显示，PLCβ4表达于细胞质，Ki-67表
达于肿瘤细胞核，在HCC组织和肝脏非肿癌组织中

均可见PLCβ4蛋白不同程度的表达。与非肿瘤组织

比较，HCC高、中和低分化组织中Ki-67蛋白表达

均升高，且HCC组织分化程度越低，细胞阳性面

积越大，见图7。PLCβ4在HCC组织中表达显著高

于非肿瘤组织，差异有统计学意义（P<0.001）且

与分化程度呈负相关关系。

3    讨论

肝癌作为世界范围内的恶性肿瘤之一，是第三

大致命肿瘤。针对晚期肝癌患者，临床治疗的主要

方式为化疗，但因化疗药物往往为单靶点，在治疗

中具有很大的局限性，如：用药后肝癌细胞可以通

过替代途径、改变细胞膜通透性及增加药物外排等

产生获得性耐药和多药耐药[18]。因此迫切需要从肝

癌发生发展的分子机制入手，探寻潜在的药物靶标[19]。

TP53是人类癌症类型中最常见的突变基因之

一，TP53突变使肿瘤细胞更具转移性和侵袭性，

导致患者预后不良[20]，在突变型HCC中，TP53突
变最为常见[21]。本研究相关性分析结果显示，PLCβ4
与TP53存在显著相关性（P<0.001）。

PLCβ4作为肿瘤细胞脂质代谢关键基因，在多

种恶性肿瘤的发生发展中发挥重要作用，然而，以

PLCβ4为靶点防治HCC作用机制的研究鲜有报道。

因此，本研究基于TCGA数据库，对HCC组织样本

和正常组织样本的mRNA表达谱进行数据分析。结

果表明，PLCβ4基因在HCC中的表达水平显著高于
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图 4　基于TCGA数据库分析PLCβ4的表达与HCC患者临床病理参数的相关性分析

Figure  4　Correlation  of  PLCβ4 expression  with  clinicopathologic  parameters  of  HCC patients  based  on  TCGA database
analysis
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正常组织（P<0.01），且其在高表达组患者的总生

存期明显长于低表达组。单因素回归分析结果显示

PLCβ4的表达水平对OS存在影响（P<0.05）。研究

表明，Ki-67在多种恶性肿瘤如胃癌、乳腺癌、结

肠癌、肝癌等肿瘤中呈现过表达现象，并与其发生

发展及预后有关[22]。为验证本研究生信分析结果，

收集新疆医科大学第一附属医院HCC患者肿瘤组织

与肝脏非肿瘤组织进行实验验证，对其组织进行病

理学观察，并对Ki-67和PLCβ4蛋白表达进行免疫

组织化学检测，结果显示，HCC患者肿瘤组织中

Ki-67蛋白表达较正常肝脏组织显著升高，且表达

强度与HCC组织分化程度呈负相关，与文献报道趋

势相符合。Li等[5]研究证实PLCβ4是原发性伊马替

尼初治胃肠道间质瘤中的致癌脂质分解代谢酶，其
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图 5　基于TCGA数据库分析PLCβ4与免疫微环境的关系

Figure 5　Analysis of relationship between PLCβ4 and immune microenvironment based on TCGA database
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图 6　基于TCGA数据库分析PLCβ4与TP53之间的相关性分析

Figure  6　Correlation  analysis  between  PLCβ4  and  TP53
based on TCGA database
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可由扩增或多体性衍生的拷贝获得驱动或由增加的

蛋白YAP1上调，进一步证明了PLCβ4有助于胃肠道

间质瘤细胞系中的细胞增殖。Johansson等研究[6,23]

发现，PLCβ4在4%的葡萄膜黑色素瘤（Uveal melan-
oma, UM）中携带激活突变，即PLCΒ轴是UM发生

的关键驱动因素。进而证明，PLCβ4在黑色素细胞

谱系中易导致肿瘤的发生发展，并使用钙作为辅助

因子催化PI2P形成IP3和DAG[6]。Tatsuo等 [9]发现，

PLCβ4敲低可减弱YAP转导的永生化间皮瘤细胞和

YAP活性间皮瘤细胞系的生长，而不影响YAP非活

性间皮瘤细胞系的生长，即PLCβ4可能是治疗间皮

瘤的药物靶点。本研究中，经临床样本实验验证，

PLCβ4免疫组织化学结果表明，该基因在HCC组织

中呈高表达，在正常肝脏组织中呈低表达，两者差

异具有显著统计学意义，且HCC组织分化程度越

低，PLCβ4表达越高。本研究结果揭示，PLCβ4基
因与HCC的发生发展密切相关，并对HCC的诊断及

预后具有潜在价值，该基因可能是治疗HCC的潜在

靶标。

肿瘤微环境（Tumor microenvironment, TME）
是肿瘤发生和发展的内环境[24]。TME在肿瘤的发展

进程、治疗抵抗以及免疫逃逸中发挥重要功能[25]。

除了通过激活糖酵解过程以外，脂质代谢重编程也

是肝癌细胞应对代谢应激的重要方式。研究表明[26]，

脂质代谢相关基因磷脂酰肌醇转运蛋白细胞质

1（PITPNC1），在HCC组织中表现出促癌作用，

与HCC患者的预后密切相关。本研究表明，肿瘤组

织中PLCβ4的表达与16个免疫细胞的数量均呈正相

关性，其中PLCβ4与肿瘤组织中的基质、免疫细胞

浸润和肿瘤纯度也均具有显著的相关性，提示

PLCβ4高度参与HCC患者的肿瘤免疫微环境。

综上所述，本研究结果显示，PLCβ4基因在

HCC组织中高表达，其表达水平显著影响HCC患者

预后，且与免疫细胞浸润和TP53基因的表达水平

高度相关。提示PLCβ4可能是HCC发生、发展等恶

性生物学行为的促进因子，可作为HCC患者评判疾

病发展进程及预后的重要指标，这为HCC深入精准

治疗以及靶向药物的研发奠定了理论基础。
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图 7　临床样本组织实验验证结果 (免疫组织化学法，×200)
Figure 7　Experimental validation of clinical tissue samples (IHC, ×200)
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